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Las  lipocalinas  son  generalmente  proteínas  de  pequeño  tamaño  que  son  secretadas 
extracelularmente que aunque en un principio han sido clasificadas como proteínas típicamente 
transportadoras de pequeñas moléculas hidrófobas, la visión actual es que las lipocalinas cubren un 
abanico de funciones diverso y todavía no totalmente comprendido.  Diversos miembros de esta 
familia son proteínas de gran interés. Por ejemplo la apolipoproteína D (ApoD) y la sintetasa de la 
prostaglandina  D  (Ptgds)  son  proteínas  que  se  expresan  principalmente  en  sistema  nervioso, 
interviniendo en procesos claves.  
La expresión de las citadas lipocalinas, entre otras,  se encuentra muy regulada en diferentes tejidos 
o condiciones fisiológicas. Así por ejemplo ApoD es sobreexpresada en ciertos tipos de cáncer y 
subexpresada en otros, encontrándose además sobreexpresada en Alzheimer. Estos hechos hacen 
necesario conocer como es llevada a cabo la regulación de la expresión génica de esta lipocalina, así 
como de  otros  miembros  de  interés  de  la  familia.  Aunque  algunos  aspectos  del  control  de  la 
transcripción  de  algunas  lipocalinas  son  conocidos,   los  conocimientos  sobre  su  regulación 
postranscripcional son muy escasos. Debido a que esta regulación es ejercida principalmente por las 
UTRs 5´y 3´ es del máximo interés conocer como son estas regiones y dilucidar cual es el papel 
regulador que ejercen en la expresión génica de esta familia.
Este ha sido el propósito de la presente tesis cuyos resultados han aportado algo de luz sobre estos 
mecanismos de regulación. Se ha encontrado que ciertas lipocalinas, las más ancestrales, hacen uso 
de  UTRs  5´alternativas,  mientras  que  las  evolutivamente  más  recientes  no.  Así  mismo  la 
organización genómica y los mecanismos que controlan la producción de estas alternativas son de 
cierta  complejidad  y  muestran  signos  de  estar  finamente  regulados.   Respecto  a  las  regiones 
UTRs  3´ también se ha encontrado, principalmente en las lipocalinas ancestrales,  que existe cierta 
variabilidad, encontrándose formas cortas y largas. Siendo en este caso más fácilmente explicable el 
origen de esta diversidad mediante señales de poliadenilación-corte alternativo.
Los experimentos realizados con la lipocalina ApoD han demostrado la realidad biológica de los 
transcritos alternativos seleccionados en las bases de datos, portadores de diferentes UTRs 5´.  Los 
resultados  ponen  de  manifiesto  además  que  hay  diferencias  en  la  expresión  de  las  formas 
alternativas en diferentes tejidos e incluso en diferentes condiciones fisiológicas. Por lo que es de 
esperar  que  las  distintas  UTRs  5´alternativas  ejerzan  diferentes  tipos  de  regulación 
postranscripcional.
Los estudios evolutivos realizados ponen de manifiesto que,  en las lipocalinas más ancestrales, 
parte de la arquitectura genómica de la región UTR 5´ se ha conservado en los mamíferos, mientras 
que  en  parte  se  ha  producido  cierta  divergencia  entre  los  diferentes  linajes  de  mamíferos, 
seguramente como resultado de las diferentes  necesidades fisiológicas de cada uno de ellos . En las 
lipocalinas más recientes no se han encontrado indicios de conservación en las respectivas regiones 
UTR 5´. Para las regiones UTRs 3´se han encontrado resultados semejantes.
Los  análisis  predictivos  realizados  sobre  las  UTRs  5´y  3´  han  permitido  identificar  en  dichas 
regiones  potenciales  elementos  que  pueden  afectar  a  la  eficiencia  de  la  traducción  o  de  la 
estabilidad del ARNm. En las lipocalinas más ancestrales estos elementos son abundantes, muestran 
diversidad en las formas alternativas y cierto grado de conservación en lo mamíferos, demostrando 
que la regulación postranscripcional en estas lipocalinas es importante.  Sin embargo los resultados 
obtenidos  sugieren  que   las  lipocalinas  más  recientes  sufren  una  regulación  postranscripcional 
escasa. Las predicciones en estas últimas sugieren que sus transcritos son traducidos por lo general 
de forma eficiente.
Motivación de la tesis
Los miembros de la  familia  proteica de las  lipocalinas  son generalmente proteínas de pequeño 
tamaño que son secretadas extracelularmente. Aunque en un principio han sido clasificadas como 
proteínas típicamente transportadoras de pequeñas moléculas hidrófobas, la visión actual es que las 
lipocalinas cubren un abanico de funciones diverso y todavía no totalmente comprendido. Entre 
algunas  de  sus  funciones  podemos  citar  el  transporte  de  retinol,  la  implicación  en  funciones 
olfativas,  en  el  transporte  de feromonas,  en  la  síntesis  de prostaglandina y su participación  en 
diversos procesos de homeostasis celular.
Si hay una lipocalina que nos sirve de modelo para ilustrar la multiplicidad de funciones es ApoD 
(apolipoprotein D). De las funciones que desempeña dicha proteína destacan las que ejerce en el 
sistema nervioso,  interviniendo en la formación de mielina y en procesos de reinervación, así como 
en la protección frente al daño cerebral [1].  Está proteína se encuentra especialmente regulada en 
diversas fases de formación del  sistema nervioso durante  el  desarrollo,  así  mismo se encuentra 
sobreexpresada en ciertos procesos patológicos como el Alzheimer e ictus  [1].  Respecto a cáncer 
ApoD es sobreexpresada en ciertos tipos de cáncer como de pulmón, ovario y piel entre otros. Sin 
embargo es subexpresada en otros, como en el carcinoma esofágico de células escamosas [1].
Podemos  mencionar  a  otros  miembros  de  interés  de  la  familia  con  funciones  diversas  y  que 
muestran variaciones en su expresión génica. Entre estos miembros podemos destacar a PTGDS 
(prostaglandin  D  synthase)  y NGAL  (neutrophil  gelatinase-associated  lipocalin,  también 
denominada  como LCN2).  PGDS es  expresada  principalmente  en sistema nervioso y  muestra 
diferencias de expresión en diferentes tejidos y tipos celulares [2]. NGAL también se muestra como 
una lipocalina multifuncional, implicada en la respuesta de inmunidad innata y que puede actuar 
como factor de crecimiento [3, 4]. Esta lipocalina  sufre variaciones en su expresión, elevando sus 
niveles cuando se producen daños renales [5] y alterándose su expresión en algunos cánceres, por lo 
que ha sido propuesta como biomarcador [6, 7].
Por lo anteriormente expuesto parece fundamental conocer cuales son los mecanismos responsables 
de la regulación de la expresión de estas lipocalinas, entre otras. Algunos aspectos de la regulación 
de  la  expresión  génica  de  lipocalinas  como  ApoD  y  PTGDS  son  conocidos  a  nivel  de  la 
transcripción, habiéndose identificado ciertos elementos reguladores en su región promotora [8, 9]. 
Además de la relevancia que el control de la transcripción tiene en la regulación de la expresión 
génica,  es  bien  conocido  el  importante  papel  que  desempeña   la  regulación  a  nivel 
postranscripcional. Dicha regulación es ejercida principalmente por elementos que se encuentran en 
las regiones no traducidas 5´y 3´del ARNm (UTR 5´y UTR 3´) [10]. El conocimiento que hay sobre 
estas regiones en las lipocalinas y la regulación postranscripcional que las mismas puedan ejercen 
es muy escaso. Así por ejemplo hay indicios de un miARN que actuaría en la UTR 3´de NGAL e 
inhibiría  su  expresión,  teniendo  esto  importancia  para  la  progresión  de  tumores,  ya  que  esta 
lipocalina es sobreexpresada en los mismos [11]. Se desconoce, entre otros muchos aspectos,  la 
relevancia  que  pueda  tener  la  expresión  de  UTRs  alternativas,  fenómeno  frecuente  en  genes 
eucariotas, en la regulación de la expresión génica en esta familia proteica.
El  propósito  de  esta  tesis  es  aportar  algo  de  luz  sobre  los  mecanismos  de  regulación 
postranscripcional ejercidos por las UTRs de las lipocalinas. Para llevar a cabo esta investigación se 
han seleccionado una serie de lipocalinas de mamíferos. Los motivos de limitarlo a este taxón son: 
que las lipocalinas son abundantes en este grupo, que existe amplia información para las diferentes 
especies de mamíferos en las bases de datos de secuencias, que hay muchas lipocalinas ortólogas 
entre  diferentes especies del  taxón,  lo que facilita las comparaciones y por último y no menos 
importante se acota la magnitud del tema para hacerlo abordable en una tesis. En la selección de las 
lipocalinas se ha tenido en cuenta que estas representen bien las variadas funciones que realizan, así 
como la historia evolutiva de las mismas.
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Objetivos y organización de la tesis
Los objetivos que se pretenden alcanzar con esta tesis son:
1. - Obtener una base de datos de secuencias de transcritos de lipocalinas ortólogas de 
mamíferos y caracterizar las regiones no traducidas (UTRs 5´y 3´) de los mismos en 
cuanto a longitud y composición de nucleótidos.
2. - Determinar la existencia de UTRs alternativas en las lipocalinas de mamíferos, 
tratando de dilucidar los mecanismos que las originan.
3. - Llevar a cabo una confirmación experimental de las UTRs que “in sílico”  muestren 
tener una mayor variabilidad, para confirmar su relevancia biológica.
4. - Llevar a cabo un estudio comparativo de las UTRs 5´y 3´ ortólogas de lipocalinas 
entre  los  diferentes  grupos  de  mamíferos,   para  conocer  en  que  medida  se  ha 
producido  conservación  y  conocer  el  proceso  evolutivo  que  ha  originado  la 
diversidad de estas regiones.
5. - Una vez determinadas las regiones UTRs 5´y 3´, realizar estudios predictivos, tanto 
de  estructura  primaria  como  secundaria  “2D”,    para  identificar  potenciales 
elementos que intervengan en la regulación postranscripcional.
6. - Realizar una integración del conjunto de datos obtenidos (identificación de motivos 
de  secuencia  primaria,  identificación  de  elementos  estructurales  y  elementos 
conservados) para elaborar un modelo de como estas regiones ejercen su regulación 
postranscripcional en la expresión de las lipocalinas.
La tesis se ha organizado de la siguiente manera:
• En una primera parte  se expone un  Material Introductorio con dos capítulos. Un 
primer  capítulo  donde  se  describe  detalladamente  a  la  familia  de  las  lipocalinas  y  un 
segundo  capítulo  donde  se  hace  una  revisión  de  los  mecanismos  de  regulación  de  la 
expresión génica en eucariotas. Centrando el tema en la regulación de la transcripción y en 
los mecanismos de regulación postranscripcional.
• En una  segunda  parte  se  exponen  los  Resultados  Obtenidos, organizados  en  diferentes 
capítulos. En cada uno de los seis capítulos se incluyen los siguientes apartados:  objetivos 
específicos del capítulo,  material y métodos,  resultados y discusión.
• En  una  tercera  parte  se  exponen  unas  Conclusiones  Finales,  donde  se  integran  los 
resultados de los diferentes capítulos para obtener una visión de conjunto.  
INTRODUCCIÓN
I. Las lipocalinas
II. La regulación de la expresión génica en eucariotas
ILAS LIPOCALINAS
1.- Concepto
Los miembros de la familia proteica de las Lipocalinas son generalmente proteínas de pequeño 
tamaño y son secretadas extracelularmente. Aunque las Lipocalinas muestran gran diversidad en sus 
secuencias,  se  caracterizan  por  una  serie  de  propiedades  comunes:  su  habilidad  para  unirse  a 
moléculas  hidrofóbicas  de pequeño tamaño,  su unión a  receptores  en la  superficie  celular  y  la 
posibilidad de formación de complejos macromoleculares. A pesar de la escasa conservación de sus 
secuencias, presentan un patrón general de plegamiento que si está altamente conservado.
Aunque en un principio han sido clasificadas como proteínas transportadoras, la visión actual es que 
las Lipocalinas cubren un abanico de funciones diverso. Entre ellas podemos citar el transporte de 
retinol,  la  implicación  en  funciones  olfativas,  en  el  transporte  de  feromonas,  en  la  síntesis  de 
prostaglandina e incluso la participación en la respuesta inmunitaria y en la homeostasis celular.
La  investigación  de  las  Lipocalinas  se  caracteriza  por  el  continuo  descubrimiento  de  nuevos 
miembros.  Desde  que  fueron  descubiertas  en  1981  [1]  esta  familia  de  proteínas  ha  crecido 
rápidamente y actualmente hay identificadas más de 40 proteínas,  en bacterias, plantas y animales. 
Los  análisis  filogenéticos  de  las  Lipocalinas  son  complejos  y  han  dado  como  resultado  la 
clasificación de las mismas hasta en 14 clados o grupos diferentes [2a].
2.- La secuencia proteica de la familia de las Lipocalinas
Los genes de las lipocalinas son transcritos, salvo excepciones, en ARNm de un tamaño que oscila 
entre 0.6 y 1 Kb. Estos son traducidos a polipéptidos de un tamaño entre 160 y 230 aminoácidos, la 
mayoría de los cuales presenta un péptido señal que permite su exportación extracelular [2b]. Una 
clara excepción a esta exportación se presenta en lipocalinas procariotas, que son ligadas mediante 
lípidos  a  las  membranas  celulares,   o  bien  se  encuentran  solubles  en  el  espacio  periplásmico 
bacteriano. Entre los ecucariotas también encontramos excepciones [2b], así la lipocalina Lazarillo 
de  saltamontes  se  encuentra  ligada  mediante  GPI  (glicosifosfatidilinositol)  a  las  membranas 
neuronales y en el caso de la Probasina de rata su localización parece ser nuclear.
El polipéptido maduro de las lipocalinas tiene un peso molecular medio estimado (sin considerar las 
modificaciones postraducccionales) de 19.4 kDa, pero sus valores oscilan entre 17.7 y 21.7 KDa. 
Esta  variación  se  debe  a  la  diferente  extensión  que  muestran  los  extremos  carboxilo  o  amino 
terminal, característica propia de ciertas Lipocalinas que pertenecen a diferentes clados [2b].
En las lipocalinas se da frecuentemente un bajo nivel de conservación, con valores de identidad 
entre secuencias de proteínas parálogas en el rango de 20% - 30 %. Valores que están dentro de la 
“zona de penumbra” a la hora de asignar una proteína a una familia determinada. Sin embargo todas 
las lipocalinas comparten suficiente semejanza en forma de cortos motivos conservados (SCRs). El 
alinemaiento múltiple de lipocalinas llevó a considerar inicialmente [2b] a tres de estos motivos 
(SCR1, SCR2 y SCR3) como propios de las lipocalinas genuinas y a todas las que contenían a estos 
tres SCRs se las consideró lipocalinas centrales o principales. Las que carecían de alguno o algunos 
de ellos fueron consideradas lipocalinas secundarias o periféricas.  El  descubrimiento de nuevas 
lipocalinas y el análisis de sus estructuras y los alineamientos mútltiples ha llevado a relajar los 
criterios mencionados [2b]. Así, en un alineamiento múltiple de 209 Lipocalinas,  el 90% contenía 
dos de los motivos (SRC1 y SRC3), mientras que más del 60 % de ellas contenía el tercer motivo 
(SRC2). Llega a darse el caso en que todos los componentes de ciertos clados de lipocalinas carecen 
de alguno de estos motivos. 
Otras propiedades derivadas de la secuencia primaria de las proteínas permiten identificar a las 
lipocalinas de los diferentes clados. El punto isoeléctrico (pI), calculado para la secuencia proteica 
madura, es un factor importante para la solubilidad y plegamiento del polipéptido. Encontramos 
valores desde pI básico como en la probasina hasta ácido como en RBP o ApoD. También ha sido 
investigada  la  capacidad  de  glicosilación  (N-glicosilación  y  O-glicosilación)  de  las  lipocalinas 
encontrándose diversidad de estas en los diferentes clados. Así hay clados que presentan los dos 
tipos de glicosilaciones, bien sólo una de ellas, e incluso clados que presentan escasos lugares de 
glicosilación. En la tabla 1 se sintetiza la información de los parámetros propios de algunos clados 








I 157 8.1 0 0 0-1
Lipocalinas de 
plantas
I 190 5.1 1 0 0
Lipocalinas de 
artrópodos
II 189 6.6 1-5 0-1 2
ApoD II 168 5.9 2 0 2
RBP III 179 5.9 0 0 3
PGDS V 169 7.2 2 2-4 1
NGAL V 177 8.2 1-2 0-3 1
A1mg VI 182 6.6 1-2 0-1 1
C8GC VI 181 8.7 1 0 1
RUPs IX 164 5.1 0-1 0 1
Quimiorrecepción   I X 159 5.9 0-1 0 0-1
ApoM XII 167 6.1 0-1 0-2 3
Miscelánea de 
lipocalinas
- 162 6.5 1-2 0-1 0-1
3.- Semejanzas estructurales en la familia de las Lipocalinas.
La forma común de plegarse de las lipocalinas es una estructura simétrica, toda ella en forma beta. 
Tabla 1. Propiedades bioquímicas de lipocalinas pertenecientes a algunos de los clados bien establecidos 
filogenéticamente (propiedades predichas a partir de su secuencia de proteína). Modificada de referencia [2]
La estructura predominante es una cadena simple con ocho láminas en beta en forma antiparalela. 
Dicha estructura está cerrada sobre sí misma formando una estructura de tipo “barril beta” (figura 
1), estabilizada mediante puentes de hidrógeno entre láminas beta adyacentes. Las ocho láminas en 
beta del barril de lipocalinas, normalmente nombradas de la A a la H, están unidas mediante una 
sucesión de conexiones “+ 1” ,  en el extremo amino terminal se encuentra una estructura 3-10 y en 
el carboxilo una alfa hélice (figura 2). La estructura del barril de las lipocalinas se enrolla hacia la 
derecha y de forma cónica alrededor del eje central, de forma que la lámina A puede unirse a la H 
mediante puentes de hidrógeno. Un extremo del barril se encuentra abierto, mientras el otro está 
cerrado, formando los residuos del interior del barril un núcleo muy empaquetado. A continuación 
de las ocho láminas beta del barril hay una cadena en alfa hélice (figura 3).
Figura 1. Estructura típica de “barril 
beta”. A, esquema de la estructura 
secundaria. B, representación de la 
estructura tridimensional del barril beta. 
Flechas: hojas en beta, líneas: lazos de 
unión entre hojas en beta.
El barril beta da lugar al sitio de unión del ligando formado por una apertura y por una cavidad 
interna (ver figura 3). La diversidad estructural y de secuencia de este conjunto apertura-cavidad es 
lo  que  permite  a  las  diferentes  lipocalinas  mostrar  diversidad  en  su  unión  a  los  ligandos.  En 
contraste con la relativamente bien conservada topología del barril beta, los lazos de unión entre 
láminas beta difieren bastante entre los miembros de esta familia, tanto en longitud y secuencia de 
aminoácidos, así como en la conformación que estos adquieren. Estas diferencias son las que dan 
lugar a la  diferente conformación del sitio de unión y a la especificidad de ligando que muestran las 
diferentes lipocalinas.
Dentro de las  características comunes del  plegamiento de las  lipocalinas destacan tres regiones 
estructurales bien conservadas  (SCRs: SCR1, SCR2 y SCR3), ya comentadas previamente,  que se 
encuentran en regiones concretas de la estructura de las lipocalinas (figura 4). En fechas posteriores 
han sido identificados otros dos motivos, con un papel relevante en el plegamiento del polipéptido 
[5].  Uno de  ellos  localizado  próximo al  extremo cerrado  del  barril  beta,  el  otro  localizado  al 
comienzo de la alfa-hélice del extremo carboxilo terminal.
Figura 2. Esquema de la estructura secundaria típica de las lipocalinas. A a H 
representan las hojas beta, L1 a L7 los lazos de unión entre hojas beta. En el extremo 
amino terminal se encuentra una estructura tipo alfa 3-10 y en el carboxilo terminal 
una alfa hélice (α1). En los recuadros se encuentran las regiones mejor conservadas 
entre diferentes lipocalinas, azul respecto a estructura y negro en secuencia 
aminoácidos. Extraída de referencia [4].
Las lipocalinas junto con otras dos familias distintas de proteínas, las FABPs (proteínas de unión a 
ácidos grasos) y las avidinas (con afinidad por la biotina), forman parte de la superfamilia de las 
Calicinas  [2b].  El  barril  beta  de las  FABPs está  formado por  diez láminas  en beta  y  el  de las 
avidinas  aunque  esta  formado  por  ocho,  como  las  lipocalinas,  es  menos  elíptico  en  sección 
transversal. A pesar de estas diferencias y de la ausencia de similitud global de sus secuencias, los 
componentes  de  esta  superfamilia  adquieren  una  conformación  bastante  semejante.  Así  mismo 
comparten una semejanza funcional, en cuanto a unión a compuestos hidrofóbicos, o al menos de 
pequeño tamaño y/o presentan interacciones macromoleculares clave. Con el tiempo la superfamilia 
de  las  calicinas  ha  ido  creciendo,  gracias  a  nuevas  evidencias  de  semejanzas  estructurales, 
incluyendo  a  un  variado  grupo  de  proteínas  como  las  inhibidoras  de  metaloproteasas  o  las 
estafostatinas, entre otras [2b].
Figura 3. Estructura tridimensional de la lipocalina 
RBP unida a retinol. 
4.- Funciones de las Lipocalinas
Si bien las lipocalinas son calificadas como proteínas transportadoras, estas cumplen bien mediante 
transporte o mediante otros procesos un enorme abanico de funciones. Una enumeración exhaustiva 
de las funciones estaría fuera de los propósitos de esta tesis, dándose además la circunstancia de que 
hay lipocalinas cuya función es aún desconocida. A continuación se mencionan ejemplos de las 
variadas funciones que desempeñan algunos miembros de la familia mejor estudiados.
4.1.- Función transportadora
Las lipocalinas han sido clasificadas generalmente como proteínas transportadoras extracelulares. 
Dicha función viene tipificada por RBP [2c,  3], proteína transportadora del retinol en el plasma. 
RBP es producida en el hígado y tras su unión al retinol es secretada al plasma sanguíneo. Ya en la 
circulación  RBP  se  une  a  otra  proteína  la  transtiterina  (TTR),  formando  así  un  complejo 
Figura 4. Posición de las regiones estructurales conservados SCR1, SCR2 y SCR3 en 
la estructura secundaria de las lipocalinas. En los cuadros inferiores se nuestran los 
motivos que se corresponden con los SRCs en diversas secuencias de lipocalinas. 
Imagen extraida de referencia[3].
macromolecular. Dicho complejo, debido a su mayor tamaño,  previene de la pérdida de RBP por 
filtración  del  glomérulo  renal.  La  interacción  de  RBP con  receptores  de  membrana  en  células 
específicas  hace  que  este  libere  el  retinol  y  pierda  su  afinidad  por  TTR,  finalmente  la  RBP 
resultante es filtrada por el riñón,  reabsorbida y degradada.
4.2.- Actividad de feromona
Al menos  tres  clases  de lipocalinas  cumplen  esta  función:  el  complejo MUP  (Major Urinary 
Protein) de ratón, la alfa2u-globulina de la rata y la afrodisina del hamster [2d, 3]. La síntesis de 
lipocalinas urinarias como UMP y alfa2u-globulina tiene lugar en el hígado y es dependiente de la 
presencia de testosterona. Dos peculiaridades distinguen a estas dos lipocalinas urinarias de ratón y 
rata de otras lipocalinas excretadas. En primer lugar actúan como proteínas de unión a odorantes 
que  se  producen  en  el  cuerpo  y  posteriormente  en  el  medio  exterior  liberan  lentamente  las 
sustancias  odorantes  volátiles.  En segundo lugar  las  proteínas  no  son  secretadas  en  una  forma 
química definida sino que lo hacen en forma de un complejo de composición variable. 
Parece ser necesaria la unión del odorante urinario con la fracción proteica para que la acción de 
feromona sea efectiva. En la naturaleza los odorantes volátiles atraen a los congéneres y los invita a 
realizar una prospección química de las proteínas mediante el lamido. Efectos de feromona bien 
conocidos son los producidos por MUP, como el adelanto del estro en hembras prepuberales (efecto 
Bandenbergh) y la inducción del estro, tras su supresión (efecto Whitten) [2d].
El receptor de las lipocalinas urinarias es el órgano vomeronasal, que tras ser estimulado enviá la 
información al hipotálamo donde el ciclo sexual es controlado.
La  afrodisina  es  una  lipocalina  aislada  de  las  secreciones  vaginales  del  hamster  dorado.  Es 
sintetizada in situ por las glándulas del cervix del útero. La actividad feromona de la afrodisina se 
mantiene tras retirar la fracción orgánica unida a ella, pero desaparece con la proteolisis. Esto indica 
que la fracción proteica es la responsable de dicha acción [2d].
4.3.- Proteínas olfativas y gustativas
Un conjunto  de  lipocalinas  son  propias  de  las  secreciones  de  mucosa  nasal,  son  las  llamadas 
proteínas de unión a odorantes, denominadas OBPs (odorant binding proteins) [2 y 3]. Han sido 
identificadas en diferentes especies de mamíferos y en un único caso de vertebrado no mamífero, 
en la rana (BG; proteína de la glándula de Bowman). 
Una característica importante de las OBPs es su capacidad de unión reversible a un amplio espectro 
de moléculas orgánicas de tamaño medio y naturaleza hidrofóbica. Las OBPs son sintetizadas por 
las glándulas del epitelio nasal, en las regiones respiratorias o vomeronasal, pero no en la olfativa 
[2]. La función que desempeña no está totalmente clara, pero el sitio donde se expresa, su afinidad 
por compuestos de tipo feromona y su gran similitud a las proteínas urinarias, ya mencionadas, 
sugieren  que  las  OBPs  juegan  un  papel  en  la  percepción  de  las  feromonas  en  el  órgano 
vomeronasal.
Por otra parte hay evidencias que otra  lipocalina, la VEGP (Von Ebner´s-gland protein),  puede 
colaborar  en  la  sensación  del  gusto  mediante  la  eliminación  del  sabor  amargo,   uniéndose  a 
compuestos que tienen esta propiedad [3]. VEGP es también secretada por la glándula lacrimal en el 
fluido de la lágrima. Se ha sugerido su colaboración con la lisozima en su acción bactericida y que 
ella misma podría tener acción bactericida mediante el transporte de compuestos que presentan esta 
propiedad.
4.4.- Modulación del Sistema Inmune
Las concentraciones en plasma de diversas proteínas varían durante la respuesta en fase aguda, una 
reacción fisiológica compleja ante el estrés y la inflamación, que juega un importante papel en el 
progreso de las enfermedades. Entre las proteínas que muestran este aumento se encuentran las 
lipocalinas: AGP (alfa1-acid glicoprotein), NGAL (neutrofil lipocalin), PP14 ( pregnancy protein  
14)  y  A1M  (alfa1-microglobulina)  [3].  Se  cree  que  estas  lipocalinas  tienen  función 
inmuonsupresora  o  antiinflamatoria  previniendo  frente  a  los  daños  en  tejidos,  aunque  también 
parecen desempeñar un importante papel en esta función mediante el transporte de factores. Hemos 
de citar además a la lipocalina C8γ, que es una de las subunidades de los ocho componentes del 
complemento  (C8),  que  junto  con  otros  componentes  se  une  a  la  membrana  de  organismos 
patógenos dando lugar a la formación del llamado complejo de ataque de membrana [3].
Se ha comprobado que PP14 tiene efecto supresor de la actividad de los linfocitos T asesinos, así 
mismo en presencia de PP14 la interleucina-2 pierde su capacidad de incrementar la proliferación 
de linfocitos T [3]. Se ha demostrado que A1M suprime la proliferación policlonal, inducida por 
antígenos,  de  linfocitos  cultivados.  Esta  misma  lipocalina  inhibe  la  migración  espontánea  de 
granulocitos neutrófilos in vitro e inhibe la atracción quimiotáctica de los granulocitos frente a un 
gradiente  de  citoquinas  [3].  Respecto  a  AGP  también  hay  evidencias  de  su  capacidad  anti 
inflamatoria e inmunoreguladora, funciones estas que parecen estar muy relacionadas con el tipo de 
glicosilaciones  que  presenta  esta  lipocalina,  que  recubren  la  casi  totalidad  de  su  superficie 
molecular [3].
4.5.- Función Enzimática
La  lipocalina  PGDS  (prostaglandin  D  synthase)  es  el  primer  miembro  de  esta  familia  en  ser 
reconocido como enzima. Dicha lipocalina cataliza la isomerización del precursor de prostaglandina 
PGH2 a PGD2 , el cual es un potente somnógeno interno, así como un modulador de la nociocepción 
[2e, 3].
PGDS es una lipocalina muy glicosilada que se expresa principalmente en sistema nervioso central 
y en órganos genitales de mamíferos. Una vez producida es secretada al líquido cerebro-espinal o al 
plasma seminal respectivamente. PGDS demuestra además tener afinidad por diversos ligandos de 
carácter lipófilo (PGD2, bilirrubina, ácido retinoico, etc) , por ello se sugiere que es una lipocalina 
multifunción con funciones enzimática y de transporte [2e].
4.6.- Regulación celular
Si hay una lipocalina que parece estar implicada en múltiples procesos, que podríamos calificar de 
regulación  celular,  es  ApoD  (apolipoprotein  D).  En  humano  esta  lipocalina  se  encuentra  en 
numerosos fluidos, aunque poco expresada en hígado e intestinos, donde por el contrario si son 
expresadas otras lipoproteínas [2f].
Diversas evidencias sugieren una relación entre la expresión de ApoD y la proliferación celular. Así 
mismo hay evidencias de la relación de la expresión de ApoD con la fase celular de detención del 
crecimiento permanente (growh arrest). La modulación de la expresión de ApoD puede observarse 
en diversas patologías: diabetes tipo 2, disfunción renal y daños en tejidos por isquemia, entre otras 
[2f].  
En el hipotálamo ApoD interacciona específicamente con la parte citoplasmática de la forma larga 
del receptor de leptina (Ob-Rb), implicado en la regulación de la ingesta de alimento y en el peso 
corporal. Los indicios sugieren que ApoD estaría implicado en la ruta de señales de transducción 
que controla la acumulación de grasa corporal [2f].
ApoD  está  también   implicado  en  la  gestación  y  el  desarrollo  del  feto.  En  ratón  ApoD  está 
selectivamente modulado, desde E9 al nacimiento,  en mesenquima y en neuroepitelio. En cerebro 
de rata, durante el desarrollo y en el periodo neonatal temprano, la inducción de la expresión de 
ApoD coincide  con el  periodo de mielinización y con la  formación de sinapsis.  En el  sistema 
nervioso central ApoD podría estar implicado en el transporte de hormonas esterorideas y por lo 
tanto participar en los procesos de reinervación. ApoD se incrementa en el fluido cerebroespinal de 
pacientes  con Alzheimer,  así  como en pacientes de ictus,  meningoencefalitis,  demencia  y otros 
trastornos. Sin embargo los niveles de ApoD son bajos en el serum de pacientes con esquizofrenia, 
reforzando este hecho las hipótesis recientes que apuntan a defectos sistémicos en el metabolismo 
de los lípidos como el origen de esta enfermedad [2f].
La  expresión  de  ApoD  se  ve  incrementada  tras  daños  cerebrales  agudos  en  astrocitos  y 
oligodendrocitos ,  así  como en neuronas.   Igualmente ApoD podría ser parte  de un sistema de 
defensa antioxidante y actuar como un eliminador de moléculas relacionadas con hemo, como la 
bilirubina.
Respecto a cáncer ApoD es sobre-expresado en ciertos tipos de cáncer como de pulmón, ovario y 
piel entre otros. Sin embargo es sub-expresado en otros o incluso suprimido por metilaciones del 
ADN, como en el carcinoma esofágico de células escamosas. A pesar de ello la correlación entre la 
expresión de ApoD y las distintas fases de los tumores permanecen ambiguas. En qué medida la 
expresión de ApoD es una causa o una consecuencia en estas transformaciones celulares es una 
cuestión que permanece sin resolver [2f].
La regulación de la expresión de ApoD es compleja y muchos autores han demostrado la influencia 
de diversos factores biológicos en la modulación de la misma [2f].
5.- Los genes de las lipocalinas y su historia evolutiva
El  gen  ancestral  de  las  lipocalinas  parece  haberse  originado  en  un  grupo  de  bacterias  y 
probablemente fue heredado con posterioridad por los eucariotas, debido a una fusión genómica 
[2g]. Considerando este origen hipotético hemos de esperar que las lipocalinas estén presentes en 
todos los descendientes del eucariota común ancestral. Actualmente, además de en las bacterias, se 
han encontrado lipocalinas genuinas en un protoctista,  un hongo, varias plantas,   un nematodo, 
varios artrópodos, un tunicado, un cefalocordado y en muchos cordados [2g].
5.1.- Estructura del gen de las lipocalinas
Bien por secuenciación directa, o por métodos bioinformáticos, se ha podido llegar a conocer la 
estructura exón-intron de las diversas lipocalinas eucariotas. En la figura 5 se ofrece el panorama de 
la estructura génica de un determinado número de lipocalinas sin pretensión de ser exhaustivo. 
Si nos centramos en animales, cuando se señala la posición de los intrones en los alineamientos de 
lipocalinas,  el patrón que emerge es un modelo de organización con un máximo de cinco exones 
(e1-e5) y cuatro intrones (A-D) en artrópodos,  frente a un máximo de siete exones (e1-e7) y seis 
intrones (A-F) en cordados (figuras 5 y 6), siendo además el tamaño de los exones y la fase de los 
intrones  semejantes  entre  diferentes  lipocalinas  [7,  8].  Estos  rasgos  han  permitido  realizar 
alineamientos de las lipocalinas más atípicas con el resto y así poder realizar análisis filogenéticos 
más completos de esta familia de proteínas en el reino animal. Más allá de esto, aun no se han 
identificado suficientes genes de lipocalinas en otros filum, como para extraer de ellos inferencias a 
partir de su organización exón-intrón.
Además de estas características, existe otro aspecto que puede ser utilizado para la identificación de 
exones, sin ambigüedad, se trata de los motivos comunes de lipocalinas. Dichos motivos son cortas 
secuencias que codifican para una secuencia peptídica característica, los llamados motivo GxW en 
el e2 y el motivo TDY en el e4 (ver figura 6). La presencia de estos motivos es la única herramienta 
fiable que permite afirmar por ejemplo que los dos únicos exones de las lipocalinas de plantas debe 
formar parte del conjunto de exones encontrados en animales [2g] (ver figura 5). 
En vertebrados,  si  bien  el  patrón  general  de  la  estructura  génica  que  ya  hemos  comentado  se 
conserva de forma general, se muestran ciertas desviaciones particulares para algunas lipocalinas. 
Entre otras podemos citar la pérdida de los intrones D a F en APOD o la incorporación de un exón 
no codificante 5´adicional en RBP4 y en APOD de mamíferos [2g].
Figura 5. Organización exón-intrón de los genes de lipocalinas. Debajo del nombre se indica si es una lipocalina principal (K, 
kernel) o periférica (O, outlier). Los exones representados por bloques; negros ORF, blancos UTRs ,  sobre ellos un número 
indica su tamaño (nt). Los intrones representados por líneas continuas no están a escala, sobre ellos se indica la fase del intrón. 
La correspondencia de ciertos exones, como en Vde, con los exones arquetípicos (e1-e7) se indica debajo de estos.Los fenómenos 
de splicing alternativo también aparecen indicados bajo ciertos exones.Extraída de referencia [7]
5.2- Localización cromosómica y clusters de genes
La organización cromosómica de las lipocalinas en vertebrados muestra un curioso patrón.   En 
humano, con la excepción de APOD, APOM y RBP, la mayoría de los genes de lipocalinas están 
situados en el brazo largo del cromosoma 9 (HSA9q) (Figura 7 y 8). Así mismo sus ortólogos en 
ratón y rata están agrupados en dos cromosomas diferentes que muestran sintenia con HSA9q [7, 9]. 
En la gallina un grupo de genes de lipocalinas,  que son los equivalentes de HSA9q,  se hayan 
situados en el cromosoma 17 [10]. Así mismo, al igual que en humano, los genes de ApoD y Rbp4 
de roedores y gallina se hayan en cromosomas aislados (ver figura 7). En muchas ocasiones , en 
estos clusters de genes, aparece más de una copia de algunos de ellos. Esto nos indica la tendencia 
de los genes de lipocalinas a sufrir duplicaciones [2g].
Figura 6. Organización exón-intrón de lipocalina modelo de vertebrados. Bajo los exones 
(bloques negros ORF y blancos UTRs) se representa la posición de las hojas beta antiparalelas y 
otros elementos de su estructura secundaria. Bajo estas se representan los motivos conservados 
entre lipocalinas. Extraida de referencia [7].
Figura 7. Localización cromosómica de las lipocalinas en diferentes especies de 
vertebrados. Las proteínas urinarias (MUPs) del cromosoma 4 de ratón son 
específicas de roedores. En gallina se ha dado una duplicación de RBP intralinaje.
5.3.- Inferencias sobre la evolución de la familia de las lipocalinas
5.3.1.- Evolución de las lipocalinas como resultado del análisis de la estructura génica
Como ya hemos tratado previamente, la estructura génica de las lipocalinas está bien conservada, 
por lo que podemos asumir que los límites exón-intrón son homólogos y que por lo tanto contienen 
trazas de la historia evolutiva de estos genes. Para este análisis se  desarrolló un método basado en 
una medida de similitud del límite intrón-exón, límites que son posteriormente mapeados sobre un 
alineamiento  múltiple  de  secuencias  de  proteínas  de  lipocalinas  seleccionadas,  cuya  estructura 
génica  es  bien  conocida  [8].  Tres  parámetros  son  usados  para  calcular  la  distancia  genética 
siguiendo este método: el número de intrones presentes en la secuencia codificante (ORF,  open 
reading frame), la fase de los intrones y la posición del limite exón-intrón. La restricción del cálculo 
de esta distancia a la ORF se debe a varios motivos: 1) a las dificultades de alinear las UTRs y por 
lo tanto a la dificultad de asignar caracteres homólogos de los límites exón-intrón que se encuentren 
en estas regiones, 2) la menor presión de selección a la que están sometidas estas regiones no 
codificantes y por lo tanto a su mayor propensión a ganar o perder intrones, y 3) a que la fase de los 
intrones,  presentes  en  la  ORF,   es  un  carácter  que  aporta  una  señal  filogenética  realmente 
informativa.
Cuando se aplica esta metodología a la familia de las lipocalinas se obtiene un árbol filogenetico 
Figura 8. Organización genómica de algunas lipocalinas del conjunto de las 
ubicadas en el cromosoma 9 humano. Figura modificada de referencia [14]
que es congruente con otros obtenidos previamente, basados en el alineamiento de las secuencias de 
proteínas  [11  y  12],  dando  así  soporte  y  ayudando  a  interpretar  la  historia  evolutiva  de  las 
lipocalinas. Este árbol filogenético obtenido  (Figura 9) y , enraizado con la lipocalina del eucariota 
unicelular  Dictyostelium,  se  muestra  acorde con la  filogenia  de los  organismos y clasifica  las 
lipocalinas  de artrópodos en tres  grupos,  dos de ellos con 3 intrones  y uno con 4 intrones.  La 
lipocalina de cordados que ocupa una posición más basal en el árbol filogenético es ApoD, el resto 
de lipocalinas de cordados es monofilético y aparecen separadas en tres grupos, en función de la 
presencia de 4, 5 o 6 intrones en su ORF.
La información más importante que se extrae de este árbol es que las lipocalinas más recientes 
contienen más intrones en su ORF. Como ya mencionamos anteriormente los intrones E y F no 
están presentes en las lipocalinas de los no cordados, mientras que los intrones A-D muestran una 
amplia  distribución  filogenética,  estando  los  intrones  A y  C  presentes  en  todos  los  metazoos 
Figura 9. Árbol filogenético (Neighbor- Joining) de las lipocalinas basado en la 
organización exón-intrón de los genes seleccionados, enraizado con una lipocalina 
de protoctista (Ddis.Lip). El número de intrones de la ORF de los genes se indica 
con un número a la derecha del árbol. Subrayada en azul se muestra la lipocalina 
de cordados con una posición más basal (Hsap. ApoD), junto a lipocalinas de 
artrópodos La barra de escala representa la longitud de las ramas (nº de 
sustituciones de aminoácidos / sitio). Imagen modificada de referencia [8].
incluidos en este análisis. Por lo tanto la historia evolutiva de las lipocalinas de metazoos puede ser 
mejor trazada a través de la distribución de los intrones B y D [2g].
5.3.2.- Evolución de las lipocalinas como resultado del análisis de la secuencias de proteínas
El usos del alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las lipocalinas nos permite 
explorar su historia evolutiva con más detalle. Un gran número de lipocalinas pueden ser utilizadas 
en estos estudios gracias al gran número de secuencias de proteína y ARNm disponibles en las bases 
de datos. Este método permite la inclusión de las lipocalinas de procariotas, cosa que no puede 
hacerse con el método de la estructura génica.
Han podido alinearse las  secuencias  de 210 lipocalinas,  a las  que se ha aplicando un filtro  de 
penalización por hueco (gap penalty mask), para penalizar los huecos dentro de los elementos de la 
estructura  secundaria  y  con  los  mínimas  correcciones  manuales  [11,  12],  basadas  en  el 
conocimiento de la estructura y función de las lipocalinas. Con este alineamiento, utilizando un 
método  Bayesiano  [13],   y  tomando  como raíz  las  lipocalinas  bacterianas  se  obtiene  el  árbol 
filogenético de la figura 10.
Algunos  aspectos  interesantes  se  desprenden  de  este  árbol.  En  primer  lugar  las  lipocalinas  de 
plantas y hongos aparecen relacionadas con las lipocalinas de bacterias, que son las que enraízan el 
árbol. La lipocalina del protoctista (Dictyostelium) se ubica en uno de los grupos de lipocalinas 
bacterianas. La lipocalina ApoD se encuentra asociada a un grupo de lipocalinas de artrópodos, que 
comparten expresión génica en el sistema nervioso, lo que sugiere que ApoD podría ser la lipocalina 
ancestral de los cordados. Esta hipótesis toma fuerza por el hecho de que la lipocalina del tunicado 
(Cint.Lip)  ocupa  una  posición  basal,  junto  con el  grupo  de  ApoD y  lipocalinas  de  artrópodos 
mencionado,  y porque su secuencia muestra una similitud máxima cuando se alinea con ApoD 
[2g].
Podemos observar también que la lipocalina ApoM aparece en una posición basal del sub-árbol  de 
lipocalinas  de  cordados.   Respecto  al  resto  de  lipocalinas  no  hay  diferencias  a  otros  árboles 
filogenéticos  obtenidos  previamente  [11,  12],  siendo  Rbp4  y  el  grupo  Pgds-Ngal  las  que  se 
encuentran más relacionadas con  la ancestral ApoD.
Esta representación filogenética permite clasificar las lipocalinas en diferentes clados (ver figura 
10),  que  se  aplican  principalmente  a  las  lipocalinas  de  cordados,   si  bien  estos  clados  están 
sometidos a continua revisión conforme aparezcan nuevos datos. Para el resto de lipocalinas, de 
otros filum, es necesario la acumulación de más información para que análisis filogenéticos más 
detallados permitan su agrupamiento en dichos clados. 
Este análisis filogenético,   junto con el  conocimiento extenso de la función y estructura de las 
lipocalinas, apunta a la siguiente hipótesis [12]. La extraordinaria diversificación de las lipocalinas 
que  ha  acompañado  a  la  radiacción   evolutiva  de  los  vertebrados  aparentemente  liberó  a  las 
lipocalinas  parálogas  de  las  constricciones  estructurales  y  funcionales.  Las  lipocalinas  más 
modernas parecen haber evolucionado a un mayor ritmo de divergencia en sus secuencias y con una 
mayor tasa de duplicaciones génicas.  Conforme las duplicaciones y esta divergencia han tenido 
lugar, el bolsillo interno de las lipocalinas más modernas ha evolucionado para unirse a ligandos 
hidrofóbicos  más pequeños y con más eficiencia mayor que las lipocalinas ancestrales.
Figura 10. Árbol filogenético de lipocalinas enraizado con las secuencias de eubacterias y 
dictisotelido como un grupo externo. Los 14 clados monofiléticos se indican con números 
romanos. Los valores de LBP (local boopstrap porportion) se indican en cada nodo del 
análisis ML (Maximun Likelihood). Las lipocalinas no agrupadas en clados aparecen 
señaladas con líneas discontinuas. La barra de escala representa la longitud de las ramas 
(sustitución de aminoácidos / 100 residuos).Imagen extraida de referencia [12].
5.4.- Una hipótesis para la evolución de las lipocalinas
La posición cromosómica de los genes de lipocalinas, que expusimos anteriormente ya nos  apunta 
algo sobre su historia evolutiva. El hecho de que determinadas lipocalinas de mamífero y gallina, 
pertenecientes a los clados IV-XII, estén agrupadas en un mismo cromosoma nos sugiere que los 
precursores  de  estos  clados  estaban ya  presentes  en  los  ancestros  comunes  de  reptiles  y  aves. 
Posteriormente  han  tenido  lugar  duplicaciones  en  tandem de  este  cluster  de  genes,  lo  que  se 
confirma por las semejanzas en secuencia y en estructura génica entre ellos  y en algunos casos por 
las similitudes de su expresión génica y función [2g]. El mismo razonamiento puede aplicarse a los 
genes de APOD y RBP, para los cuales podemos suponer una ubicación en cromosomas separados 
en los primeros vertebrados terrestres [2g].
En el intento e ofrecer una hipótesis robusta sobre el origen de las lipocalinas hemos de considerar 
su representación en el árbol de la vida además de las consideraciones filogenéticas mencionadas. 
Si  consideramos  el  número  de lipocalinas  legítimas  de los  distintos  taxones,  sin  considerar  las 
duplicaciones  intraespecie,  comprobamos  que  un  sólo  gen/especie  está  presente  en  procariotas, 
protoctistas y hongos y al menos dos genes para plantas, si bien su peculiar estuctura exón-intrón 
parece indicar una evolución independiente. 
El  reino  animal  heredó  el  gen  ancestral  simple  de  lipocalina  de  procariotas  y  tras  sufrir 
duplicaciones daría lugar a dos genes, que evolucionarían hacia diferentes estucturas génicas, bien 
con 3 o con 4 intrones en su ORF. Basándonos en las similitudes de organización de exón-intron 
entre los dos filum animales de artrópodos y cordados, podemos sugerir,  que estos dos genes de 
lipocalinas estaban ya presentes en el ancestro común de ambos [2g]. 
Estos dos genes de lipocalina ancestrales sufrirían una evolución divergente entre estos dos filum ya 
que  estarían  expuestos  a  diferentes  paisajes  adaptativos.  En  artrópodos  al  menos  cuatro  genes 
parálogos son comunes en este filum. Respecto a los cordados, por lo ya comentado en los análisis 
filogenéticos,   ApoD es  el  mejor  candidato  a  sucesor  de  uno  de  los  dos  genes  de  lipocalinas 
ancestrales (de 3 intrones). La lipocalina ancestral de 5 exones (4 intrones) fué probalemente una 
lipocalina tipo RBP, dada la posición basal de RBP en los árboles filogenéticos. Esta hipótesis se ve 
reforzada por la presencia de RBP en el cefalocordado Branchyostoma [2g]. 
Posteriormente y coincidiendo con las sucesivas duplicaciones, a escala genómica, ocurridas en la 
evolución temprana de los cordados, la RBP ancestral sufriría duplicaciones que daría lugar a dos 
nuevas lipocalinas situadas en cromosomas separados. Estas dos lipocalinas fueron probablemente 
los ancestros de las actuales PGDS y APOM, hipótesis reforzada por la filogenia de secuencia y 
estructura génica y por la presencia de estas dos lipocalinas en peces y de PGDS en  Branchyostoma 
[2g].
Diversos argumentos apuntan a PGDS como la responsable de haber originado, mediante sucesivas 
duplicaciones durante la evolución de los cordados el cluster de lipocalinas presentes en un sólo 
cromosoma: 1) una posición basal de PGDS en los diversos árboles filogenéticos, 2) una estructura 
génica  similar  a  las  duplicadas,  3)  su  presencia  en  cada  cordado  estudiado  y  4)  un  lugar  de 
expresión similar a ApoD [2g]. En este proceso de duplicaciones de PGDS, la lipocalina A1m, 
puede ser propuesta como el primer descendiente de ella, como nos sugiere la presencia de A1m en 
peces [2g]. Siguientes rondas de duplicaciones en tandem de los genes de PGDS y A1m generarían 
el resto de componentes del cluster, siguiendo un patrón no del todo conocido aún. Esta hipótesis de 
proceso  evolutivo  permanece  en  continua  revisión  debido  a  la  información  que  se  incorporará 
procedente de nuevos genomas y de las nuevas investigaciones sobre función y expresión de las 
lipocalinas. 
5.5.- Conclusiones
El modelo de proceso evolutivo que  hemos esbozado pone de manifiesto la presencia de lipocalinas 
en todos los reinos y su gran expansión en metazoos, en los que se ha mantenido un gran número de 
genes  duplicados  parálogos.  El  camino  evolutivo  seguido  en  los  dos  filum  mejor  estudiados, 
artrópodos y cordados, ha sido muy diferente. Un pequeño número de lipocalinas está presente en la 
mayoría de especies de artrópodos, mientras que duplicaciones intra-linaje han originado lipocalinas 
específicas a ciertos estilos de vida, en  algunas especies de este filum. 
En los cordados también se han dado duplicaciones intra-linaje (como ejemplo podemos mencionar 
las  proteínas  urinarias  de  roedores),  pero  en  este  caso,   si  hay  un  gran  número  de  genes  de 
lipocalinas parálogos comunes al filum, originados por duplicaciones a escala genómica. En general 
estos parálogos de lipocalinas no mantienen la misma función proteica, como es el caso de otras 
familias de proteínas (globinas o genes Hox). La divergencia de las secuencias de proteínas de las 
lipocalinas parálogas, aún manteniendo una estructura semejante, ha abierto nuevos caminos que ha 
posibilitado nuevas  interacciones  moleculares  y  la  participación de las  lipocalinas  en funciones 
diversas.
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II
REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN 
EUCARIOTAS
1. - Introducción
A lo largo de la última década se ha hecho evidente que la regulación de la expresión génica en 
eucariotas superiores es un proceso complejo y finamente regulado, implicando a diversos factores 
y con diferentes niveles de regulación. Para un determinado gen, son las regiones promotoras, las 
regiones UTRs (regiones no traducidas) 5´y 3´, junto con los intrones,  las principales regiones 
implicadas  en  la  regulación  de  su  expresión  [1].  Las  regiones  intergénicas,  que  habían  sido 
calificadas de ADN basura por mucho tiempo, han demostrado tener también un papel relevante en 
la regulación de la expresión génica [2].
La acumulación  de  evidencias  indica que la  complejidad  de los  organismos superiores,  que se 
correlaciona con un aumento en el tamaño de las regiones no codificantes, proviene de un aumento 
en el número y complejidad de estas vías de regulación [3] y que además las diferencias fenotípicas 
entre individuos y entre especies provienen principalmente de las variaciones en estas secuencias no 
codificantes [4].
Como hemos mencionado la regulación de la expresión génica es ejercida en diferentes niveles, que 
van desde modificaciones de la cromatina y de las histonas o las metilaciones,  hasta la regulación 
de  la  transcripción  (factores  de  transcripción,  promotores  alternativos,  etc)  y  la  regulación 
postranscripcional  (maduración del ARNm, estabilidad del ARNm, regulación de la traducción, 
etc) . En esta revisión nos centraremos en los principales mecanismos del nivel transcripcional y 
postranscripcional ya que tienen una mayor relación con los contenidos de la tesis, siendo además 
estos los mecanismos de regulación de expresión génica más relevantes. 
2. - Regulación de la transcripción
2.1. -  La región promotora
El promotor eucariota es una región reguladora del ADN situada principalmente corriente 
arriba  del  gen  donde  se  unen  ciertos  factores  permitiéndose  así  la  coordinación  de  todos  los 
componentes del complejo de iniciación de la transcripción, incluida la ARN polimerasa II, que 
comienza la transcripción. El núcleo promotor generalmente se extiende sobre unas 80 pb alrededor 
del  sitio  de  inicio  de  la  transcripción  (TSS),  y  en  mamíferos  pueden diferenciarse  dos  clases: 
promotores conservados enriquecidos en la caja TATA (TATA-box), que contienen un solo TSS y 
promotores  variables  enriquecidos  en  CpG,  conteniendo  múltiples  TSS  (llamados  promotores 
dispersos) [5]. La segunda clase es abundante en vertebrados, al menos representan el 70 % de los 
promotores humanos [19] y están relacionados con genes de mantenimiento celular (housekeeping) 
[7]. La expresión mediante estos promotores dispersos implica los efectos combinatorios de un gran 
número de sitios de unión de factores dentro de la región promotora.
2.1.1.- Promotores con TATA-box
El promotor mínimo de eucariotas se define como la secuencia de ADN mínima requerida para que 
se inicie una transcripción correcta in vivo [16]. Típicamente, consta de 40 pb, situados tanto aguas 
arriba como aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción. Sus elementos componentes son 
cuatro, ordenados en dirección 5' a 3' (ver figura 1):
• BRE   (TFIIB  recognition element),  secuencia  reconocida  por  el  factor  de  inicio  de  la 
transcripción TFIIB. 
• Caja  TATA , elemento reconocido por la proteína de unión a la caja TATA o TBP (de TATA 
binding protein).
• Inr o iniciador  , que alberga al punto de inicio de la transcripción y al cual se une el factor 
TFIID, y, probablemente, la propia ARN polimerasa II, 
• DPE   (Downstream promoter element), o elemento aguas abajo del promotor, reconocido por 
TFIID. 
Figura 1. Elementos del promotor mínimo eucariota, que se mencionan en el texto. Se indica arriba 
la posición que ocupan respecto al TSS (indicado con flecha, en posición +1) y abajo la secuencia 
consenso de los mismos. Imagen extraída de la  referencia [16]
No  obstante,  otras  secuencias  están  implicadas  en  la  regulación  del  proceso  de  transcripción. 
Habitualmente  situadas  aguas  arriba  del  promotor  mínimo,  reciben  el  nombre  de  secuencias 
reguladoras. De naturaleza diversa, pueden agruparse en varias categorías, según su estructura y 
actividad estimuladora o inhibidora.
El mecanismo básico que actuá en una región promotora típica vendría dado por los siguientes 
pasos [17]: 
1) Un activador se uniría a la región diana correspondiente corriente arriba del TSS.
2) Esto facilitaría el reclutamiento del factor de transcripción TFIIA y del complejo TFIID, 
formado a su vez por TBP (proteína de unión a TATA) y el complejo TAF.
3) Todo este complejo de iniciación reclutaría a la ARN polimerasa II, que procedería al inicio 
de la transcripción (ver Figura 2).
2.1.2. - Promotores dispersos (asociados a CpG)
Si bien el mecanismo de los promotores con TATA-box es bien conocido, el de los promotores 
dispersos (carentes de TATA-box) ha mostrado ser mucho más complejo y consecuentemente está 
peor caracterizado. Estos promotores son generalmente ricos en GC y contienen múltiples sitios de 
unión de factores de transcripción Sp1 (las llamadas cajas GC) [6]. La presencia de múltiples sitios 
de unión es un buen ejemplo de como los promotores dispersos funcionan de una manera compleja, 
dando lugar a que sean utilizados distintos TSS. Múltiples proteínas Sp1 pueden unirse en varios 
sitios y a la misma vez. Se han identificado diferentes isoformas de Sp1 y ciertas modificaciones 
postraduccionales  pueden  hacer  que  se  comporten  de  forma  diferente,  bien  potenciando  o 
inhibiendo la transcripción. La conformación del complejo TFIID (ver figura 2) puede ser diferente 
al  unirse  a  diferentes  núcleos  promotores,  estableciendo  interacciones  con  diferentes  tipos  de 
activadores transcripcionales [6]. 
Otros  elementos  intervienen  también  en  la  regulación  de  la  transcripción  de  estos  promotores, 
principalmente potenciadores, represores y aisladores, todos ellos actuando de manera selectiva con 
el resto de elementos para contribuir a la acción promotora [7]. Estudios del efecto causado por 
delecciones han demostrado que hay regiones que afectan positivamente a la transcripción 300 pb 
corriente arriba del TSS y regiones que afectan negativamente hasta 1000 pb corriente arriba del 
mismo [8]. Estos hechos ponen en evidencia que incluso regiones regiones muy distantes del TSS 
pueden afectar a la actividad promotora.
2.2. - Promotores alternativos
Los promotores alternativos son frecuentes en mamíferos y especialmente en humanos y 
pueden tener un gran impacto sobre la expresión génica [8]. Los promotores alternativos suponen 
un mecanismo importante en la expresión de genes en células específicas o en estados de desarrollo 
Figura 2. Esquema simplificado de los principales pasos de 
formación del complejo de inicio de la transcripción. El elemento “A” 
representa a FTIIA que su uniría a una secuencia tipo BRE. El resto 
de elementos son los mencionados para el promotor mínimo eucariota
en el texto. Figura extraída de la referencia [17].
específicos [9]. Diversos análisis a escala genómica revelan que entre un 30 y un 50% de los genes 
humanos  presentan  promotores  alternativos  y  que  pueden  llegar  a  extenderse  por  cientos  de 
Kilobases [8 y 10].
Un  ejemplo del uso de promotores alternativos lo tenemos en el gen de la hemoglobina γ A (HBG1) 
humana. Uno de los promotores es deficiente en TATA-box y el otro si la contiene,  de manera que 
son utilizados,  de forma diferenciada, durante y después el desarrollo embrionario respectivamente 
[11].  Demostrando  así  que  el  aparato  de  transcripción  puede  ser  reclutado  hacia  diferentes 
promotores en función del estado de desarrollo. Otro ejemplo pone de manifiesto la complejidad 
resultante del uso de promotores alternativos, es el caso del factor de regulación de la transcripción 
MITF I (que interviene en el desarrollo del ojo de vertebrados). Cada uno de los nueve promotores 
alternativos asociados a este gen produce una isoforma, conteniendo cada una de ellas un primer 
exón diferente y como consecuencia un sitio de unión de la proteína diferente, estableciéndose así 
una diferente regulación espacio-temporal de la expresión durante el desarrollo del ojo [12]. 
El uso de promotores alternativos puede afectar también a la región UTR 5´, la cual a su vez influye 
en la estabilidad o eficiencia de la traducción de los ARNm alternativos resultantes. Un ejemplo lo 
tenemos en el gen homeobox de estatura corta SHOX que utiliza dos promotores,  dando lugar a dos 
UTRs  5´diferentes  [13],  una  de  las  cuales  es  más  larga  y  estructurada.  Esto  tiene  como 
consecuencia que el mismo producto proteico sufra una diferente combinación de mecanismos de 
regulación  transcripcionales  y  traduccionales  (ver  figura  3).  Otros  ejemplos  de  promotores 
alternativos que originan transcritos con diferentes UTRs 5´, que produciendo la misma proteína, 
sufren una regulación de su expresión diferente (según tipo de tejido o estado de desarrollo),  los 
encontramos en los genes p18 murino y NOS1 y PPARγ humanos, entre otros [14]. Los efectos 
regulatorios de las UTRs 5´serán tratados más ampliamente en un apartado específico posterior.
Figura 3. Diferentes transcritos del gen SHOX que difieren en su región UTR 5´(líneas 
gris claro onduladas)dependiendo del promotor utilizado, P1 o P2. Imagen extraída de 
referencia [13].
El uso de promotores alternativos tiene efectos que pueden extenderse más allá del efecto directo 
sobre  la  transcripción.  Existen  evidencias  de  genes  (en  humano y  ratón)  en  los  que  el  uso de 
promotores alternativos juega también un papel en la regulación de los mecanismos de splicing, 
dando como resultado diferencias en el producto proteico resultante [14]. Entre otros podemos citar 
a los genes humanos NOS1 y CASP2. Por ejemplo, en el gen de la caspasa 2 (CASP2),  el uso del 
segundo de los exones de la región no codificante 5´ (debido a uno de los promotores alternativos) 
da lugar a la incorporación de un noveno exón codificante variable [15], que tiene como resultado 
una isoforma más corta (ver figura 4). Varios mecanismos han sido propuestos para explicar esta 
relación [14]. Por una parte puede estarse dando una interacción diferencial entre los factores que 
actúan  en  una  región  promotora  dada  y  la  maquinaria  de  splicing,  modificándose  así  el 
comportamiento de esta. Un segundo mecanismo explicaría que ocurriese splicing alternativo como 
resultado  de  diferencias  en  la  estructura  del  ARNm,  causadas  por  la  inclusión  de  una  u  otra 
secuencia en el  extremo 5´del transcrito. Si bien,   estos dos mecanismos no tienen por qué ser 
mutuamente excluyentes.
El abundante uso de promotores alternativos en mamíferos nos lleva a preguntarnos como han 
llegado estos a aparecer en el proceso evolutivo. Podemos considerar varias vías por las que esto ha 
podido ocurrir [14]. Una primera podría ser la aparición de mutaciones graduales que en el lugar 
apropiado diesen lugar a diversos motivos capaces de reclutar a la maquinaria de transcripción, 
originando con el tiempo una región promotora alternativa. Una segunda posibilidad sería que por 
recombinación  se  produjese  una  duplicación  de  la  región  promotora  completa  y  que  las 
Figura 4. Isoformas de la caspasa 2 humana. Puede observarse  la relación entre el 
primer exón de la región UTR 5´ y la inclusión alternativa del exón codificante E9. 
Figura extraida de la referencia [15]. 
subsiguientes mutaciones alterasen las afinidades o especificidad de tejido de este nuevo promotor. 
Una tercera posibilidad es la inserción de elementos transponibles (TE) en las proximidades del gen 
y que este derivase en la formación de un nuevo promotor. Las evidencias genómicas de que en las 
regiones promotoras de al menos el 25 % de los genes humanos aparecen TEs [18] es una prueba de 
la importancia que puede tener esta vía en el origen de la complejidad de las vías regulatorias.
2.3. - Conclusión
Es evidente que los promotores eucariotas han evolucionado desde sencillos “interruptores”, como 
los existentes en bacterias, hasta complejas regiones regulatorias multi-factores que encontramos 
actualmente en vertebrados y especialmente en mamíferos. Los promotores complejos inducen un 
número variado de respuestas en función de las variaciones ambientales o de las señales celulares, 
ajustando así el nivel de expresión de los genes a las condiciones requeridas por el tipo de célula o 
su  estado  de  desarrollo.  A esta  complejidad  contribuye  indudablemente  el  uso  de  promotores 
alternativos, característico de mamíferos, aumentando la complejidad de las vías regulatorias de la 
expresión génica.  
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3. - El corte y empalme del ARNm inmaduro o  splicing
El mecanismo de corte y empalme de exones de eucariotas presentes en un transcrito inmaduro, 
conocido como  splicing,  tiene un papel fundamental en el origen de la diversidad de proteínas 
originadas por un organismo y en los mecanismos de regulación génica. Un gran número de genes 
muestran splicing alternativo,  siendo muy frecuentes en mamíferos,   con cifras que en humano 
alcanzan el 70 %  de los genes [20].
Mediante  el  splicing alternativo  un mismo gen puede originar  diferentes  productos  proteicos  y 
además de forma selectiva en diferentes tejidos, en respuesta a las diferentes condiciones celulares. 
Son necesarios factores reguladores del splicing, para que pueda regularse la forma en que este se 
produce. Un ejemplo lo tenemos en la proteína Nova, exclusiva del cerebro, que regula el splicing 
de al menos 49 ARNm distintos, produciendo proteínas que no se encuentran en otros tejidos [21].
Las mutaciones que alteran los sitios de splicing causan alteraciones en las proteínas resultantes y 
esto suele estar relacionado con ciertas enfermedades humanas. Por ello el splicing alternativo es un 
foco de investigación activo para nuevos diagnósticos o tratamientos terapéuticos. 
3.1.- Mecanismo general del  splicing  
Cuando el pre-ARNm se transcribe a partir del ADN, incluye varios intrones y exones.  Los exones 
que  van  a  ser  retenidos  en  el  ARNm se  determinan  durante  un  proceso  de  corte  y  empalme 
denominado splicing. Nos ocupamos aquí solo de el splicing de los genes nucleares que codifican 
para proteínas y que requiere la maquinaria del espliceosoma y no del splicing de los intrones tipo I 
o II (propios de ARNr, ARNt o de ARNm de eucariotas inferiores o propio de orgánulos), que son 
eliminados mediante autocatálisis.
 
El típico intrón nuclear eucariota tiene secuencias de consenso que definen regiones importantes 
para su procesado. Cada intrón tiene GU en su extremo 5 ', se conoce como “sitio donador”. Cerca 
del extremo 3 ' hay un sitio de ramificación (branch site). El nucleótido en el punto de ramificación 
es  siempre  una  A,  aunque  el  consenso  alrededor  de  esta  secuencia  varía  algo.  El  sitio  de 
ramificación es seguido por una serie de pirimidinas, y a continuación, por AG en el extremo 3 ', 
que se conoce como “sitio aceptor” (ver esquema de sitios de splicing en figura 5).
El splicing del ARNm inmaduro se lleva a cabo por un complejo de ARN y proteína conocido como 
espliceosoma, que contiene las snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), designadas U1, U2, U4, 
U5 y U6  (U3 no está involucrado en la unión al ARNm).  U1 se une al sitio GU del extremo 5 ' del 
intrón y U2 se une al  sitio de ramificación A con la ayuda de los factores proteicos U2AF. El 
complejo en esta etapa es conocido como complejo de espliceosoma A.  La formación del complejo 
A es  generalmente  el  paso clave  en la  determinación  de  los  extremos del  intrón  que  va  a  ser 
eliminado,  y  definiendo  los  extremos  del  exón  que  va  a  ser  retenido.
El complejo U4, U5, U6 se une, y U6 sustituye a  U1 (U1 y U4 son liberados). El complejo restante 
entonces lleva a cabo dos reacciones de transesterificación. En la primera transesterificación,  el 
extremo 5 'del intrón se escinde del exón aguas arriba y se une al sitio de ramificación A por un 
enlace  2', 5'-fosfodiéster. En la segunda transesterificación, el extremo 3 'del intrón se escinde del 
exón aguas abajo, y los dos exones se unen mediante un enlace fosfodiéster. El intrón se libera en 
forma de lazo y es degradado (ver proceso en figura 6). 
Figura 5. Sitios necesarios para que se lleve a cabo el splicing del ARNm 
inmaduro en eucariotas.
3.2.- La definición del exón en el splicing de vertebrados
El gen promedio de un vertebrado se compone de varios exones pequeños (de un tamaño medio de 
137 nucleótidos) separados por intrones que son considerablemente más grandes. Por lo tanto, la 
maquinaria  de splicing de un vertebrado tiene la difícil  tarea de encontrar pequeños exones  en 
medio de intrones mucho más largos. Recordemos que las secuencias de consenso de splicing que 
guían el reconocimiento de un exón se encuentran en los extremos mismos de los intrones . Además 
de este gran desafío los sitios de splicing de vertebrados son cortos y mal conservados. De hecho, 
las secuencias de los sitio de splicing en los mamíferos están menos conservadas que las de sus 
homólogos en la levadura,  a pesar del hecho de que sólo una minoría de genes en Saccharomyces 
Figura 6. Mecanismo general de eliminación de intrón en el splicing. 
cerevisiae tienen intrones, y los genes que están divididos por intrones normalmente sólo tienen un 
único intrón [22]. Por lo tanto, el splicing de vertebrados se enfrenta con un problema más complejo 
al  darse  secuencias  de  splicing  más  alejadas  y  menos  precisas.  Cualquier  mecanismo  para  la 
orquestación de empalme de genes multiexónicos de vertebrados debe proporcionar una explicación 
para este rompecabezas. 
Los  modelos  que  proponen  el  reconocimiento  de  un  par  de  sitios  a  ambos  lados  del  exón en 
contraste con  un par de sitios, más alejados,  a ambos lados del intrón parecen ofrecer una mejor 
explicación  [23].  El  modelo de  “definición  de exón” [24] propone que en  un pre-ARNm con 
grandes  intrones,  la  maquinaria  de  splicing  busca  un  par  de  sitios  de  splicing  estrechamente 
espaciados en ambos polos del exón (aceptor, en su extremo 5´ y donador del exón ,en su extremo 
3´). Cuando tal par es encontrado, el exón queda definido por la unión de U1, U2, snRNP  y los 
factores asociados de splicing, incluyendo los factores de reconocimiento de splicing 3´ U2AF y 
SC35 y el factor de reconocimiento de splicing 5´ ASF/SF2. Siguiendo a la definición del exón, los 
exones vecinos deben ser yuxtapuestos, presumiblemente a través de las interacciones entre los 
factores  que  reconocen  los  exones  individuales.  Así,  desde  esta  perspectiva,  el  conjunto  del 
espliceosoma  en  vertebrados  consta  de  los  pasos  secuenciales  de  definición  del  exón  y 
yuxtaposición  de  exones  (ver  figura  7).  Posteriormente  se  eliminarían  los  intrones  según  el 
mecanismo previamente mencionado.
Las  perspectivas  “orientadas  al  exón”  u  “orientadas  al  intrón”  del  splicing  predicen  diferentes 
fenotipos resultantes de la mutación de sitios de splicing de un exón interno. Un estudio sobre este 
tipo  de  mutaciones  [25]  mostró  que  el  fenotipo  más  frecuente  fue  la  omisión  del  exón  (exon 
skiping). La omisión de exón es un fenotipo mejor predicho a partir de una perspectiva “orientada al 
exón”,   porque  la  mutación  del  sitio  de  splicing  en  un  lado  de  un  exón  debe  inhibir  el 
emparejamiento de los sitios de splicing a través de los exones y así inhibir el reconocimiento del 
exón. En caso contrario sería más frecuente la aparición de retención del intrón. Esto nos sugiere 
que son los exones,  y no los extremos de los intrones,  las unidades que son reconocidas por el 
espliceosoma.
A modo de conclusión podemos decir que la definición del exón es el mecanismo predominante en 
vertebrados, mientras que en otras especies, bien sólo se utiliza el mecanismo de definición del 
intrón (ver figura 6), como en la levadura  S. pombe que posee intrones cortos, o bien se alternan 
ambos tipos al poseer intrones cortos y largos como en C. elegans o D. melanogaster [26].
3.3.- La definición del exón en exones terminales
El modelo de “definición del exón” nos sugiere que los exones terminales, primer y último exón del 
ARNm inmaduro,  requieren  mecanismos  especiales  para  su  reconocimiento.  Pensemos  que  el 
primer exón termina con un sitio donador de splicing pero carece de señal en su inicio. Existen 
evidencias [27 y 28], al menos  “in vitro”, de que la caperuza y las proteínas nucleares que se unen a 
ella son esenciales para remover el primer intrón del pre-ARNm. Por lo que el primer exón sería 
reconocido por interacción entre los factores que reconocen la caperuza y los lugares de splicing 
(sitio donador).
El último exón del pre-ARNm contiene un sitio de splicing  aceptor,  pero carece de sitio donador , 
sin embargo termina con una señal de poliadenilación (PAS), por lo que el modelo de definición del 
exón nos lleva a considerar que existe una interacción entre los factores de unión al sitio de splicing 
aceptor y los factores implicados en el reconocimiento de  PAS. Esta interpretación es respaldada 
Figura 7. Mecanismo de splicing basado en el modelo de 
“definición del exón”. Figura extraida de la referencia [23]
por el hecho de que es necesaria una correcta poliadenilación para un correcto splicing del último 
exón. [29]. 
3.4.- El Splicing alternativo 
El splicing alternativo (AS) es un proceso molecular fundamental en la regulación de la expresión 
génica  de  los  eucariotas.  El  AS  es  postulado  como  el  principal  mecanismo  para  aumentar  la 
diversidad de proteínas a partir de un número relativamente limitado de genes (ver figura 8). Según 
estimaciones recientes entre un 60-75 % de los genes multiexónicos sufren AS [20, 30 y 31].
Tradicionalmente se proponen 5 mecanismos clásicos de AS [32 y 33] (ver figura 9): 
a) El barajado de exones (exon skipping): en este caso uno o varios exones pueden ser incluidos o 
no en el ARNm maduro. Este es el tipo de splicing más frecuente en mamiferos.
Figura 8. Diferentes proteínas son producidas a partir de un solo gen mediante splicing 
alternativo.  (Figura extraida de: National Human Genome Research Institute: 
http://www.genome.gov/Images/EdKit/bio2j_large.gif)
b) Exones mutuamente exclusivos: uno o dos exones son retenidos en el ARNm maduro o no, pero 
nunca ambos en un mismo transcrito.
c)  La retención de  intrón:  una  secuencia  puede  ser  eliminada  por  splicing  como un intrón  o 
retenida como parte de un exón. Este es el tipo de splicing más raro en mamíferos.
d)  Sitios alternativos donadores:  un exón puede usar sitios donadores alternativos, esto origina 
exones con diferencias en su extremo 3´.
e) Sitios alternativos receptores: un exón presenta distintos sitios aceptores, esto origina exones con 
diferencias en su extremo 5´.
Adicionalmente a estos modos clásicos de splicing existen otros mecanismos que pueden originar 
diferentes ARNm a partir de un mismos gen. Se trata de los promotores alternativos y los lugares de 
poliadenilación  alternativos.  El  uso  de  promotores  alternativos  es  más  bien  un  mecanismo  de 
regulación transcripcional que un mecanismo de splicing, como ya hemos mencionado previamente. 
Debido  al  comienzo  de  la  transcripción  desde  distintos  puntos  el  transcrito  generado  posee 
diferentes exones en su extremo 5´. Por otra parte la poliadenilación alternativa da lugar a diferentes 
extremos  3´del  transcrito.  Estos  dos  mecanismos  en  combinación  con  los  modos  de  splicing 
alternativo mencionados permiten que la variedad de ARNm originadas por los genes sea mayor 
[32].
El estudio a fondo de los transcritos por el proyecto ENCODE  nos muestra un escenario mucho 
más  complejo,  con  toda  una  variación  de  los  patrones  de  splicing  que  implican  a  múltiples 
combinaciones  de los mecanismos clásicos  enumerados [34].  Tal  es la  complejidad  que se  ha 
propuesto un modelo para elaborar una nomenclatura única de todas las posibles formas de splicing 
[35]. 
3.5.- La regulación del splicing
La producción de los  ARNm alternativos  resultantes  del  splicing se regula  por un conjunto de 
proteínas que actúan en trans que se unen a sitios que actúan en cis en el mismo pre-ARNm. Tales 
Figura 9. Mecanismos básicos de splicing alternativo.Figura extraída  de web de la 
plataforma para análisis de micromatrices ALEXA (sección intorducción) 
(http://www.bcgsc.ca/people/malachig/htdocs/alexa_platform/alexa_arrays/index.htm)
proteínas incluyen activadores de splicing que promueven el uso de un sitio de splicing particular, y 
represores de empalme que reducen el uso de un sitio en particular. 
Hay dos tipos principales de elementos que actúan en  cis presentes en pre-ARNm y tienen sus 
correspondientes proteínas de unión a ARN (que actúan en  trans). Los  silenciadores de splicing 
son sitios a los que se unen las proteínas represoras de empalme, lo que reduce la probabilidad de 
que un sitio cercano sea utilizado como un lugar de splicing (ver figura 10). Estos silenciadores 
pueden estar situados en el mismo intrón (Intronic Splicing Silencers, ISS) o en un exón vecino 
(Exonic Splicing Silencers, ESS). Estos elementos varían en secuencia, así mismo existe variación 
en  los  tipos  de  proteínas  que  se  unen  a  ellos.  La  mayoría  de  los  represores  de  splicing  son 
ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas (hnRNPs) tales como hnRNPA1 y la proteína de unión 
al tracto de polipirimidina (PTB).
Los  potenciadores  de  splicing son  sitios  a  los  que  se  unen proteínas  activadoras  de  splicing, 
incrementando la probabilidad de que un sitio cercano (donador o aceptor) sea utilizado como lugar 
de splicing (ver figura 11). Estos sitios pueden encontrarse en el intrón (intronic splicing enhancers, 
ISE) o en el exón (exonic splicing enhancers, ESE). La mayoría de las proteínas activadoras que se 
unen a ISEs y ESEs son miembros de la familia de proteínas SR. Estas proteínas contienen motivos 
de reconocimiento de ARN y dominios ricos en arginina y serina.
Figura 10. Sitios silenciadores exónicos (ESS)  e intrónicos 
(ISS) que inhiben a los elementos de la maquinaria de 
splicing. 
La estructura secundaria del pre-ARNm también puede afectar al mecanismo de splicing mediante 
su efecto sobre el acceso a sitios de splicing o sobre la afinidad por factores reguladores. Así por 
ejemplo  se  ha  comprobado  que  una  estructura  secundaria  en  horquilla  es  la  responsable  del 
secuestro el exón 6B del pre-ARNm de la Beta-tropomiosina de gallina, resultando en su exclusión 
del ARNm maduro [39].
En general los elementos que regulan el splicing trabajan de una manera interdependiente y que 
además  se  ve  influenciada  por  del  contexto. Así  por  ejemplo  la  presencia  de  un  determinado 
elemento de acción en cis en la secuencia de ARN puede aumentar la probabilidad de que un sitio 
cercano sea sometido a splicing en algunos casos, pero disminuye la probabilidad de que lo sea en 
otros casos, dependiendo del contexto celular. Existen múltiples evidencias de factores específicos 
de tipos celulares o de su estado de desarrollo. Por ejemplo el factor PTB (polypyrimidene tract  
binding protein) es expresado en las células progenitoras de células nerviosas, pero su expresión es 
mucho menor en las neuronas ya diferenciadas, donde sin embargo si se expresa abundantemente 
nPTB (neuronal polypyrimidene tract binding protein) [40]. 
Las  investigaciones  esperan  dilucidar  plenamente  los  sistemas  de  regulación  implicados  en  el 
splicing,  de  modo  que  los  productos  de  splicing  alternativo  de  un  gen  dado,  en  condiciones 
particulares, pueda ser predichos por lo que podríamos llamar un "código de splicing" [36].  Se 
trataría de encontrar el conjunto de reglas que determina el patrón de splicing que  puede originar 
Figura 11.  Sitios potenciadores exónicos (ESE)  e intrónicos 
(ISE) que reclutan a los elementos de la maquinaria de 
splicing. 
un determinado transcrito  primario.  El  siguiente  paso sería  integrar  toda esta  información para 
llegar a simular el reconocimiento de exones e intrones. Una primera aproximación a este complejo 
problema lo tenemos en el algoritmo de simulación ExonScan [37]. Este algortimo utiliza de forma 
combinada la información de los sitios donadores de splicing, los sitios aceptores, así como los 
potenciales  sitios  potenciadores  o  inhibidores  y  hace  un  cálculo  combinado  determinando  los 
candidatos a exones más favorables (ver figura 12). Pero todavía este tipo de simulaciones tiene que 
mejorarse  incorporando  información  sobre  nuevas  señales  e  interacciones  entre  factores, 
provenientes tanto de ensayos experimentales como del estudio de patrones de coevolución de las 
señales reguladoras [38].
3.6.- Conclusiones
La revisión aquí realizada revela la complejidad de la regulación del splicing alternativo. El splicing 
alternativo se puede regular en diferentes etapas de organización del espliceosoma por diferentes 
factores, tanto generales como específicos, y por muchos mecanismos que se basan en elementos 
Figura 12. Esquema que representa los pasos realizados por el algoritmo ExonScan
en la predicción de exones en una región genómica dada.Figura extraida de la 
referencia [37].
que actúan  en cis.  El  splicing  alternativo  correcto  también  depende de  la  estequiometría  y  las 
interacciones de las proteínas reguladoras positivas y negativas, incluyendo los CSP. Cada tipo de 
célula  tiene  un  repertorio  único  de  proteínas  hnRNPs  y  SR,  y  cambios  moderados  en  su 
estequiometría  relativa  puede  tener  grandes  efectos  sobre  el  patrón  de  splicing  alternativo.  Es 
posible que los cambios en la estequiometría de snRNPs perturben la compleja red de factores de 
splicing y las interacciones entre estos factores  y  los elementos principales del espliceosoma. Por 
lo tanto, las redes de regulación de splicing alternativo tienen una arquitectura tan exquisita que la 
perturbación de un solo paso puede conducir a un splicing alternativo defectuoso. 
Las  futuras  investigaciones  sobre  regulación  de  splicing  alternativo  deben ir  encaminadas  a  la 
comprensión de como los elementos reguladores controlan los eventos clave del splicing durante el 
desarrollo  y  en  respuesta  a  los  estímulos  ambientales,  y  cómo  la  desregulación  del  splicing 
alternativo conduce a la enfermedad. 
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4. -  Regulación ejercida por las regiones no traducidas del ARNm (UTRs)
4.1.- Generalidades
El ARNm maduro de los eucariotas presenta una estructura tripartita formada por: una región no 
traducida en su extremo 5´( UTR 5´), que contiene en su inicio una caperuza de 7-metil-guanosina, 
seguida de una región codificante  formada por  tripletes  o codones  y finalmente una región no 
codificante  en  su  extremo 3´(UTR 3´),  que  termina  con una  cola  de  poliadenina,  tal  como se 
muestra en la figura 1.
Es conocido que las UTRs juegan un papel importante en la regulación postranscripcional de la 
expresión génica,  incluyendo procesos como la eficiencia en la traducción,  la regulación de la 
estabilidad del ARNm o la  modulación del transporte del ARNm fuera del núcleo y su posterior 
localización subcelular [1]. La importancia de las UTRs en la regulación de la expresión génica se 
pone de manifiesto por la constatación de que las mutaciones que  alteran estas regiones dan lugar a 
graves patologías [3].
La  regulación  realizada  por  las  UTRs  es  ejercida  mediante  diversos  mecanismos.  En  general 
diversos patrones o motivos de nucleótidos localizados en la UTRs 5´y 3´pueden interaccionar con 
proteínas  de  unión  a  ARN  específicas.  La  actividad  reguladora  de  estos  motivos  es  ejercida 
normalmente  mediante  una  combinación  de  elementos  de  estructura  primaria  y  estructura 
secundaria  (ver figura 2). Así mismo puede darse interacción entre elementos localizados en las 
Figura1. Estructura típica de un ARNm eucariota maduro.
UTRs y diversos ARNs no codificantes (ARNnc), como es el caso de los micro ARN (miARN), que 
se unen a secuencias diana ubicadas generalmente en las regiones UTRs 3´ (ver figura 2).
La comparación de secuencias, a escala genómica, ha revelado la conservación de algunos aspectos 
de la estructura de las UTRs. La longitud media de las UTRs 5´es aproximadamente constante entre 
diversos taxones y oscila entre 100 y 200 nucleótidos, mientras que la longitud media de las UTRs 3
´es mucho más variable, oscilando entre 200 nucleótidos en plantas y hongos y 1000 nucleótidos en 
humanos y otros vertebrados [1]. Sin embargo dentro de una especie se observa una gran variación 
en el tamaño de las UTRs 5´y 3´, pudiendo encontrarse tamaños desde una docena de nucleótidos a 
varios miles de ellos (ver tabla 1).
La  composición  de  bases  de  las  secuencias  de  las  UTRs  5´y  3´muestra  diferencias,  siendo  el 
contenido en G+C de las UTRs 5´ mayor que el de las UTRs 3´. Esta diferencia está más marcada 
Figura 2. Estructura general de un ARNm eucariótico que ilustra algunos elementos reguladores 
postranscripcionales de la expresión génica y su actividad.La regulación mediada por  UTR 5´   puede 
implicar: la caperuza 7-metil-guanosina (m7G); estructuras secundarias similares a horquillas; 
Interacciones proteína-ARN; marcos de lectura abiertos aguas arriba (uORFs); sitios internos de 
entrada al ribosoma (IRES). La  regulación mediada por UTR 3´ puede involucrar: interacciones de 
ARN antisentido; Interacciones proteína-ARN, con la participación también de complejos 
multiproteicos; elementos de poliadenilación citoplasmáticos (CPE); cola poli-A y la variación de su 
tamaño.
en los vertebrados de sangre caliente, cuyo contenido en G+C es de un 60 % en las UTRs 5´y de un 
45 % en las UTRs 3´ [2]. Hay por otra parte una interesante correlación entre el G+C de las UTRs y 
la  tercera  posición  del  codón  de  la  correspondiente  secuencia  codificante,   y  además  hay una 
correlación inversa significativa entre el G+C de las UTRs y su longitud (ver figura 3)  [4]. Esta 
última seguramente es el reflejo del hecho de que los genes localizados en isocoras ricas en G+C 
contienen  UTRs  5´y  3´más  cortas,  al  igual  que  ocurre  con  los  intrones   y  los  exones  de  las 
secuencias codificantes ubicadas en estas regiones [5].





Long. Min. Long. 
Media
Long. Máx Long. 
Min.
Humano 210.2 2803 18 1027.7 8555 31
Roedores 186.3 1786 16 607.3 3354 19
Aves 126.4 620 17 651.9 3990 21
Invertebrados 221.9 4498 14 444.5 9142 15
Vegetal
(Liliopsida) 129.8 715 17 273.3 1605 22
Hongos 134.0 1088 16 237.1 1142 25
Hemos de mencionar también que los ARNm eucariotas presentan con frecuencia diferentes tipos 
de  secuencias  repetitivas  en  sus  UTRs,  incluyendo SINEs  (short  interpersed  elements),  LINEs 
(long interpersed elements), minisatélites y microsatélites. En los ARNm humanos las secuencias 
repetitivas se encuentran con más frecuencia en las UTRs 3´ (presentes en alrededor del 36 % de las 
UTRs 3´,  frente al 12 % de las UTRs 5´). Una menor abundancia de repeticiones se encuentran en 
las UTRs de otros taxones (ver tabla 2), incluidos los mamíferos [1]. 
Otra diferencia que encontramos en las UTRs es que la presencia de intrones es más frecuente en 
las UTRs 5´que en las 3´. Alrededor del 30 % de las UTRs 5´de metazoos contienen al menos un 
intrón, mientras que en las UTRs 3´solo lo contienen entre el 1 % y el 11 % de ellas (ver tabla 3), 
dependiendo del taxón  [1]. Los exones de las UTRs 3´suelen ser los más largos del gen, por el 
contrario los exones de las UTRs 5´suelen ser bastante más cortos.
Tabla 1. Longitud de las UTRs 5´y 3´de diversos taxones. Simplificada de tabla en referencia [1]
La  formación  de  transcritos  con   UTRs  alternativos  es  un  fenómeno  relativamente  frecuente, 
produciéndose con más frecuencia en las UTRs 5´ que en las 3´. Este hecho se produce por diversos 
mecanismos: uso de sitios de inicio de transcripción alternativos,  la poliadenilación alternativa, uso 
de donadores/aceptores de splicing alternativos, o a combinaciones de algunos de estos mecanismos 
[3]
UTR 5´ UTR 3´
SR LINEs SINEs LTR % del 
total
SR LINEs SINEs LTR % del 
total
Humano 140 40 60 21 12.24 1130 213 508 91 36.52
Otros 
mamíf.
12 11 9 3 9.37 156 36 70 7 19.43
Otros 
verteb.
9 0 0 0 3.72 79 7 0 0 16.05
Vegetal
(Liliopsida)
19 0 0 0 7.34 96 1 0 0 11.74
Hongos 13 0 0 0 2.63 36 0 0 1 6.10
Figura 3. Relación entre la longitud de las UTRs humanas y su % de G+C. 
Cada punto representa el valor medio del conjunto de secuencias dentro de un 
mismo rango de % de G+C. Modificada de figura en referencia [2].
Tabla 2. Número de UTRs, que contienen los distintos tipos de elementos repetitivos, para distintos grupos 
taxonómicos.SR, short repeats; LINEs, long interspersed elements; SINEs, short inerspersed elements; LTRs, 
long terminal repeats. Se muestra también el porcentaje de UTRs 5´y 3´respecto al total.( Simplificada de 
referencia [2]). 
UTR 5´ UTR 3´
1 2 3 o + % del 
total
1 2 3 o + % del 
total
Humano 264 53 21 28.18 69 18 11 7.68
Otros mamíf. 21 7 0 26.76 5 2 0 4.73
Otros verteb. 34 1 2 35.24 1 0 0 0.90
Vegetal
(Liliopsida)
203 14 1 12.50 56 5 2 3.94
Hongos 20 2 0 5.67 4 0 0 1.23
4.2. - La región no traducida 5´(UTR 5´)
4.2.1.- La estructura secundaria
La estructura y el contenido en nucleótidos de la UTR 5´parecen jugar un papel fundamental  en la 
regulación  de  la  expresión  génica.  Estudios  a  escala  genómica  han  revelado  que  hay  claras 
diferencias en la estructura y composición de nucleótidos entre genes del mantenimiento  celular 
(housekeeping  genes)  y  genes  del  desarrollo  [6].  En  general,  las  UTRs  5´que  promueven  una 
traducción  eficiente,  son  cortas,  tienen  un  contenido  bajo  en  G+C,  son  relativamente 
desestructuradas y no contienen AUGs aguas arriba (uAUGs) del codón de inicio principal  [7]. Por 
el contrario las UTRs 5´de los genes con poca producción de proteína son en promedio, más largos, 
con mayor contenido en G+C y poseen un mayor grado de complejidad en las predicciones de sus 
estructuras secundarias [8]. 
Entre  cierto  tipo  de  genes  como  factores  de  crecimiento,  protooncogenes  y  otros,  con  escasa 
expresión génica en condiciones normales, se ha encontrado que en el 90 % de los casos sus UTRs 
5´contienen estructuras secundarias con una energía libre inferior a -50 Kcal / mol. Dándose además 
la circunstancia de que en el 60 % de las UTRs 5´ de estos genes las estructuras secundarias se 
encuentran  próximas  a  la  caperuza  del  extremo 5´  [9]. En  un  ensayo  de  células  cultivadas,  y 
mediante el uso de un vector con un gen marcador diseñado para manipular la UTR 5´[10],  se 
comprobó que la eficiencia de la traducción disminuía considerablemente cuando la energía libre de 
Tabla 3. Número de UTRs 5´y 3´ que contienen 1, 2, 3 o más intrones, de distintos grupos taxonómicos. Se 
muestra también el porcentaje de UTRs 5´y 3´respecto al total. ( Simplificada de referencia [2]). 
las estructuras en horquilla de la UTR 5´se reducían entre -25 y -35 Kcal / mol, a una distancia de la 
caperuza comprendida entre 1-46 nucleótidos (ver figura 4) . 
En el modelo de escaneo del inicio de la traducción (scanning model) se propone que el complejo 
ribosómico 43s, tras unirse a la caperuza 5´, escanea la UTR 5´hasta encontrar un codón de inicio 
óptimo, comenzando así la traducción. De forma que la presencia en la UTR 5´de una estructura 
secundaria estable se interpreta como un indicio de inhibición de la traducción al interferir en el 
escaneo del ribosoma. Esta barrera puede ser superada si se produce una sobreexpresión de ciertos 
factores de inicio de traducción, como la helicasa elF4A, en combinación con elF4B. No es de 
extrañar por ello que la sobreexpresión de factores de inicio de la traducción este asociada a la 
génesis de tumores, ya que esto supone una forma de saltarse la inhibición de la expresión de los 
protooncogenes, los cuales  presentan UTRs 5´muy estructuradas [11].
Figura 4. Influencia de la estabilidad térmica de las estructuras en horquilla de la UTR 5´ y 
de su distancia a la caperuza sobre la eficiencia de la traducción de un constructo diseñado 
al efecto. A): Influencia en la traducción de cada conjunto de horquillas con diferentes 
estabilidades térmicas, de -10 a -50 Kcal/mol, para posiciones entre 1-16 o 1-46 respecto a 
la caperuza. B y C): representación gráfica del efecto sobre la traducción de la estabilidad 
térmica y de la posición de las horquillas respectivamente .Figura extraída de referencia 
[10].( Para más detalles ver dicha referencia)
Una estructura bien caracterizada es la  estructura cuádruplex de “G” (G4).  Dicha estructura se 
forma a partir de una secuencia rica en guanina que se pliega en una estructura de tetra-hélice no 
canónica (ver Figura 5), estructura muy estable y que inhibe fuertemente la traducción  [12]. La 
estructura G4 aparece con frecuencia en oncogenes, como el gen TRF2, que está implicado en el 
control de la función del telómero. La estructura G4 presente en la UTR 5´ de dicho gen puso de 
manifiesto, en  un ensayo realizado con gen marcador, que se produce una inhibición importante de 
la traducción [13]. El gen TRF2 es sobreexpresado en un buen número de canceres, indicando esto 
que la actividad de G4 puede ser modulada por una serie de factores [3] (ver figura 5) . Se ha 
podido comprobar, in vitro,  que  ciertos ligandos pueden unirse a G4 y modular la expresión  de 
TRF2 [13]. 
Figura 5. Formación de estructura cuádruple de G (G4) y modelos propuestos para su 
regulación .A): formación de la estructura G4 a partir del motivo rico en “G”; B): Formación 
de G4 gracias a la presencia de concentración suficiente de un efector; C y D): formación de G4 
por la presencia de ligandos que desestabilizan una estructura secundaria que impide la 
formación de G4. (ON traducción activa; OFF traducción inhibida; PCBP proteína de unión a 
poli-C; los círculos negros en G4 representan cationes necesarios para su formación). Figura 
extraída de referencia [12].
El gen TGF-beta1 es otro buen ejemplo de inhibición de la traducción mediada por la estructura 
secundaria. Un motivo bien conservado en su UTR 5´forma una estructura típica en horquilla muy 
estable  [4].  Sin  embargo  esta  estructura,  por  si  sola,   no  es  suficiente  para  el  bloqueo  de  la 
traducción.  Es  necesario  que  se  produzca  la  unión  de  la  proteína  YB-1,  la  cual  coopera  en  la 
formación de dicha horquilla, para que se produzca la inhibición de la traducción [14].
El  hecho  de  que  pueda  darse  una  expresión  adecuada  a  pesar  de  la  existencia  de  estructuras 
secundarias estables en las UTRs 5´,  como en el  ejemplo mencionado del efecto de “desliado” 
ejercido por sobreexpresión de elF4A, así como la necesidad de la presencia de ciertos factores para 
que  la  inhibición  ejercida  por  estas  estructuras  sea  efectiva  (ejemplo  del  gen  TGF-beta1),  nos 
advierte que, solo basándonos en predicciones in silico podemos sacar conclusiones erróneas sobre 
el nivel de expresión ejercido por una determinada UTR 5´. Si bien la presencia de estas estructuras 
nos indican indicios de regulación, deben de llevarse a cabo pruebas experimentales adicionales 
(mediante  vectores  con  genes  marcadores,  que  incluyan  a  los  elementos  reguladores)  o  en  su 
defecto pruebas in silico complementarias,  como puede ser entre otras, el estudio de conservación 
evolutiva de estos elementos estructurales. De forma que encontremos un respaldo al hipotético 
papel regulador de estos elementos.
4.2.2.- Elementos reguladores en la UTR 5´
Mecanismo de inicio de la traducción interna (independiente de la caperuza 5´)
El  motivo  IRES  (internal  ribosome  entry  site)  es  un  motivo  regulador  de  ciertos  ARNm que 
facilitan un inicio de la traducción interna, independiente de la caperuza 5´, mediante la unión del 
ribosoma a un sitio próximo al sitio de inicio de la traducción (ver Figura 6). Este motivo se ha 
encontrado en diversos ARNm que codifican para proteínas reguladoras, como proto-oncogenes, o 
factores de crecimiento y sus receptores [1]. El motivo IRES permite el secuestro del ribosoma 
hacia ARMm con o sin caperuza, en condiciones en las que la traducción dependiente de caperuza 
es inhibida por estrés, por la fase del ciclo celular o por apoptosis, asegurando que la expresión de 
genes  esenciales  se  mantiene  en  la  célula  [15].  El  análisis  comparativo  de  ciertos  IRES  bien 
conocidos ha permitido la identificación de un motivo estructural común compartido por muchos de 
ellos.  Se trata  de una estructura de horquilla  en forma de “Y” justo antes  del  codón de inicio 
principal [16]. A pesar de esto se ha descubierto que cortas secuencias complementarias del ARN 
ribosómico pequeño pueden actuar igualmente como IRES [17]. 
 Figura 6. Vía de inicio de traducción dependiente de caperuza (izquierda) frente a la vía de iniciación 
interna (derecha).  Vía dependiente de caperuza: En una primera etapa, un complejo de iniciación 43S 
(que comprende la subunidad 40S, eIF2, GTP Met-tRNAi, y eIF3) se une a la caperuza 5' del ARNm, lo 
que conduce a la formación del complejo 48 S. En un segundo paso, la subunidad 40S con factores de 
iniciación asociados y Met-tRNAi explora aguas abajo a lo largo de la UTR-5´ del ARNm en busca del 
codón de iniciación. En un tercer paso este complejo se desplaza y reconoce el codón de iniciación AUG. 
Este reconocimiento es seguido por la liberación de los factores de iniciación, y, posteriormente, la 
subunidad 40S se une a una subunidad 60S para formar un ribosoma 80 S (la unión de esta subunidad es 
catalizada por el factor de iniciación eIF5B). La vía de iniciación interna  postula un solo paso (o en 
algunos casos dos pasos) del mecanismo por el cual el ribosoma 40S se aproxima al codón de iniciación. 
Este mecanismo de iniciación de la traducción generalmente es independiente del reconocimiento del 
extremo 5´del ARNm, e implica el reclutamiento directo de los ribosomas 40 S a la vecindad del codón de 
iniciación (dirigida por un elemento IRES y la acción del factor ITAFs). Figura extraída de referencia 
[15].
El mecanismo del inicio de la traducción interna es aún poco conocido, sin embargo está claro que 
la eficiencia del motivo IRES está muy influenciada por factores proteicos que actúan en trans.  
Mediante estos factores se consigue una traducción mediada por IRES específica en determinados 
tipos celulares [8]. La estructura de la UTR 5´ha demostrado tener influencia en la actividad del 
motivo IRES, que puede ocurrir mediada por la  intervención de ciertos factores actuando en trans o 
bien actuando directamente sobre el ribosoma. Un ejemplo de genes donde ocurre esto es en la 
familia de proto-oncogenes Myc, que están implicados en la proliferación celular [18].
El motivo IRE
El motivo IRE (iron-responsive element) se localiza en la UTR 5´de los ARNm que codifican para 
proteínas  implicadas  en  el  metabolismo  del  hierro  (ferritina,  5-aminolevulinato  sintetasa  y 
aconitasa).  La  regulación es  ejercida  por  proteínas  de unión a   ARN (IRP 1 e  IRP 2).  Dichas 
proteínas reconocen una secuencia en un bucle conservado de unos 30 nucleótidos, presentes en el 
IRE, siendo la señal más importante la secuencia de seis nucleótidos CAGYCX (Y= U o A y X= U, 
C o A). Cuando los niveles celulares de hierro son bajos las proteínas IRP 1 y 2 se unen a IRE y 
bloquean la traducción de la ORF aguas abajo. Cuando los niveles de hierro son altos,  un complejo 
que contiene hierro se une a las IRPs e inhibe su unión al IRE (ver Figura 7), permitiendo así la 
traducción de la correspondiente proteína[4]. 
Figura 7. Acción del motivo IRE junto a las proteínas IRP (iron regulatory proteins) según la 
concentración de hierro sea baja A) o alta B). Figura extraída de referencia [11].
El motivo TOP
El motivo TOP (terminal oligopyrimidine tract) consiste en una serie de 5 a 15 pirimidinas, entre 
una  citosina  y  una  guanina  (C  (PY)n  G)  adyacentes  a  la  caperuza  5´.  Se  ha  relacionado 
principalmente  con  los  ARNm  de  proteínas  ribosómicas  y  de  factores  de  elongación  de  la 
traducción de vertebrados. Este motivo es utilizado para una represión coordinada de la traducción 
en  ciertas  condiciones  celulares:  durante  la  detención  del  crecimiento,  la  diferenciación,  el 
desarrollo  o  ciertos  tratamientos  con  fármacos  [19].  Más  recientemente  se  han  encontrado 
evidencias de que este motivo no es exclusivo de los tipos de ARNm mencionados más arriba y 
puede ejercer su función reguladora en un conjunto más amplio de genes,   incluyendo a genes 
relacionados con el lisosoma y con el metabolismo [20].
Codones de inicio y marcos de lectura abiertos “aguas arriba” (uAUGs y uORFs)
Los codones de inicio y marcos de lectura aguas arriba de la secuencia codificante, uAUG y uORF 
respectivamente, son unos de los principales elementos reguladores de las regiones UTRs 5´. Como 
su nombre sugiere los uORF son secuencias definidas por un codón de inicio y otro de final,  aguas 
arriba de la secuencia codificante principal. Un gran porcentaje del transcriptoma humano contiene 
uAUGs o uORFs, con valores que oscilan entre el 44 y 49 %, y valores similares se han encontrado 
en el transcriptoma de ratón [21 y 22]. Aunque estos números pueden parecer elevados, tanto los 
uAUGs como los uORFs de las regiones UTR 5´son menos frecuentes de lo esperado, por puro 
azar, sugiriéndonos que se encuentran sometidos a una fuerte presión selectiva [4]. 
Un estudio piloto realizado sobre un conjunto de genes de humano y roedores mostró resultados que 
indican que solo una fracción del conjunto de uAUGs y uORFs se encuentran conservados ( 38 % 
de lo uORFs y 24 % de los uAUGs) [23]. Estos escasos valores de conservación y el hecho de que 
el tamaño medio de los uORFs sea  el esperado por azar, ha llevado a proponer  que realmente sean 
escasos  los uORFs  que se han mantenido con una función reguladora (especialmente los que 
muestran conservación) [23]. En un estudio diferente,   sobre la conservación de uAUGs en las 
regiones UTRs 5´de genes ortólogos de humanos y roedores,   se pone de manifiesto que estos 
tripletes AUG se conservan en mayor 
medida que el resto de los 63 posibles tripletes [24] , mientras que en la región codificante o en la 
región  UTR 3´no  existe  esta  diferencia.   Este  hecho  nos  indica  que  dichos  codones  han  sido 
mantenidos  por  la  selección  natural,  probablemente  con el  papel  de  atenuar  la  traducción  (ver 
Figura 8). Se ha comprobado además, en este mismo estudio, que los uORFs que comienzan por 
uAUGs que muestran conservación, son de forma significativa, de menor tamaño que los que lo 
hacen  a  partir  de  uAUGs  no  conservados  (ver  Figura  9).  Este  hecho  nos  sugiere  una  posible 
optimización del nivel de atenuación de la traducción ejercida por estos elementos, evitándose así 
una reducción completa de la misma [24]. 
Por otra parte se ha encontrado, que en eucariotas,  el número tripletes AUG de las regiones UTRs 5
´se correlaciona inversamente con la fortaleza del contexto (secuencia  de Kozak) del  codón de 
inicio principal [25]. Se sugiere que este resultado anti-intuitivo debe ser interpretado en términos 
de un papel de los uAUGs en la regulación de la traducción, asegurando una baja expresión basal 
por la vía de un doble control negativo,  creando así oportunidades para potenciales mecanismos de 
regulación adicionales. Un ejemplo de estos mecanismos, con respaldado experimental, incluiría la 
posibilidad  de  eliminar  o  no  la  porción  de  la  UTR 5´que  contenga  a  un  determinado  uAUG, 
mediante splicing alternativo [25]. 
Figura 8. Alineamiento de las UTRs 5´de las secuencias ortólogas del  “colágeno alfa1 tipo III” de 
humano y ratón. Se observa la conservación de uAUGs (amarillo); en gris se indican los uORF ; en 
verde el codón de inicio principal. Figura extraída de referencia [24].
En términos generales la presencia de uORFs en las UTRs 5´de los ARNm de mamíferos puede 
correlacionarse con una reducción en el nivel de expresión de proteína [21, 26 y 27], que puede ser 
de alrededor de un 40 % . Los estudios mutacionales ponen de manifiesto el importante papel de los 
uAUGs y uORFs en la regulación de la expresión génica [11] (ver Figura 10). El gen PAPOLA 
(poliA-polimerasa-alfa) contiene dos uORFs conservados en su UTR 5´. La mutación del uAUG 
más próximo al extremo 5´causa un aumento en la eficiencia de la traducción, indicando que el 
primer uORF ejerce un efecto  inhibitorio sobre dicha expresión [28]. Diversas mutaciones que 
crean  o eliminan uORFs han  podido  relacionarse  con diversas  enfermedades  humanas  [4].  Por 
ejemplo la predisposición al melanoma  puede ser causada por una mutación que origina un uORF 
en la UTR 5´del gen CDKN2A ( cyclin-dependent-kinase-inhibitor-protein) [29]. Otro caso es el de 
la trombocitemia hereditaria, causada por una mutación que origina una variante de splicing que 
elimina un uORF, lo que causa una desregulación de la traducción, provocando un aumento de los 
niveles de trombopoyetina [30]. 
Figura 9. Distribución de la longitud de los uORFs que comienzan con uAUGs conservados, 
uAUGs no conservados y de pseudo uORFs que comienzan con uGAUs. La longitud de los 
uORFs se representa mediante bins, donde cada bin incluye 10 codones.  Figura extraída de 
referencia [24].
Diversas  propiedades  de  los  uORFs  han  demostrado  tener  efecto  positivo  sobre  su  grado  de 
inhibición de la traducción.  Entre  ellas destacan por su significación:   la mayor longitud de la 
distancia caperuza-uORF, la fortaleza del contexto del uAUG, el número de uORFs  presentes en la 
UTR y el grado de conservación que estos presentan [21].
Es  comúnmente  aceptado  que  los  uORFs  provocan  un  descenso  en  la  traducción  mediante  el 
secuestro  del  ribosoma  y  su  imposibilidad  de  emprender  una  reiniciación,  tras  la  fase  de 
terminación del uORF [3]. Sin embargo las evidencias muestran que la traducción de la secuencia 
codificante puede producirse, en cierta medida,  a pesar de la presencia de uORF en la UTR 5´ y sin 
que sea necesaria la presencia de IRES [3]. Dos mecanismos alternativos al mecanismo clásico de 
Figura 10. Impacto de los uAUGs en la regulación de la traducción.  A) Comparación de los niveles de 
luciferasa a partir de constructos que contienen la UTR 5´ de un gen de referencia (ACT, en verde) y 
otros que contienen la UTR 5´de genes con uAUG en dicha región (WBSCR16, MFSD5 y BCL2L13, en 
gris).  B) Delección o mutación del uAUG de los genes WBSCR16, MFSD5 y BCL2L13, que revierte la 
inhibición de la traducción como lo demuestra el aumento de luciferasa. Figura extraída de referencia 
[11].
desplazamiento del ribosoma, dependiente de la caperuza, han sido  propuestos para explicar este 
hecho  (ver  Figura  11).  Por  un  lado  estaría  el  “desplazamiento  a  saltos  o  defectuoso”  (leaky 
scanning), en este caso no todos los ribosomas reconocen el 100 % de los uAUGs, de forma que 
algunos los saltan e inician en el  AUG principal [31]. Por otra parte estaría el  “mecanismo de 
reiniciación”, según el cual la subunidad 40 S del ribosoma permanecería unida al ARNm tras la 
terminación  del  uORF y continuaría  su recorrido hasta  encontrar  el  AUG principal  [31].   Este 
mecanismo es altamente ineficiente, siendo sólo posible cuando los uORFs son cortos, de forma que 
el escaso tiempo entre inicio y terminación permite la reorganización de la subunidad del ribosoma 
y los factores de inicio. Esto explicaría también por que la distancia entre dos ORFs aumenta la 
eficiencia de la reiniciación, al disponer el ribosoma de más tiempo para su reorganización [31].
Figura 11 . Mecanismos de inicio de traducción alternativos al modelo clásico, dependiente de la 
caperuza. A) Desplazamiento debil o defectuoso (leaky scanning); B) Reiniciación. 
www.intechopen.com/books/computational-biology-and-applied-bioinformatics/emergence-of-the-
diversified-short-orfeome-by-mass-spectrometry-based-proteomics.
Adicionalmente  a  la  inhibición  de  la  traducción  ejercida  por  los  uAUGs/uORFs  hemos  de 
considerar el efecto que pueden tener los uORFs sobre la estabilidad de los transcritos. El modelo 
de “codón de terminación prematura” (PTC) del mecanismo NMD (Nonsense Mediated Decay) de 
los ARNm establece que si a una distancia de más de 55 nt, aguas abajo del PTC, hay un EJC (Exon 
Juntion Complex) depositado por el espliceosoma,  se activa la via de NMD (ver Figura 12). 
En  el  caso  de  que  en  la  UTR  5´  los  transcritos  contengan  algún  uORF,  el  cual  presenta 
efectivamente un codon de terminación prematuro, igualmente pueden promoverse el mecanismo de 
NMD [32]. Así mismo hay otras situaciones, como intrones en la UTR 3´que pueden promover la 
degradación del ARNm (ver figura 13). Hay evidencias de uORFs en la  UTR 5´ que presentan este 
efecto de desestabilizar el ARNm,  promoviendo el mecanismo NMD [33 y 34], mientras que otros 
uORFs también demuestran esta propiedad pero mediante una ruta independiente de NMD [34].
Por otra parte, el papel regulador que puedan desempeñar los péptidos resultantes de la traducción 
de los uORFs es poco conocido, debido a la dificultad de detección de los mismos.  Las primeras 
evidencias de  la presencia de estos péptidos se han tenido en células de leucemia mielógena crónica 
[36],  en  ellas  se  han  detectado 54 proteínas  de menos  de  100 aminoácidos  que mapean sobre 
uORFs. Esta evidencias ponen de manifiesto que algunos uORFs son traducidos y los péptidos son 
mantenidos por un tiempo en la célula, apuntando a que cumplen alguna función, aunque no existe 
una idea clara de cual es el papel que desempeñan. En un estudio donde se analizaron  200 uORFs 
bien conservados entre humano y ratón se encontró que la fortaleza del codón de inicio era mayor 
en estos que en los uORFs que no muestran conservación. Además se han encontrado evidencias de 
selección purificadora de la secuencia de aminoácidos codificada por los uORFs conservados [32]. 
Estos resultados suponen un respaldo a la hipótesis de que dichos péptidos cumplan alguna función 
reguladora.
Figura 12. Mecanismo de NMD en 
mamíferos. Después del splicing del 
pre-mRNA  en el núcleo, los transcritos 
con EJC que incluyen a UPF3,  la 
proteína principal de NMD,  se exportan 
al citoplasma. En el citoplasma, UPF2 
se une a UPF3. Los ribosomas 
comienzan a traducir el ARNm hasta 
alcanzar un PTC (premature termination 
codon). En estos ribosomas estancados, 
cuatro proteínas (SMG1, UPF1, eRF1 y 
eRF3) generan un complejo conocido 
como SURF. En los casos en los que 
hay un EJC aguas abajo, UPF1 (en el 
sitio de terminación) pueden interactuar 
con la proteína asociada a EJC, UPF2, 
lo que conduce a una cascada de 
reacciones que incluye a factores 
SMG5 y SMG7, provocando NMD. 
Código de color: los exones, 
rectángulos azules; intrones, lazos 
azules. Figura extraída de referencia 
[82]
Figura 13. Diferentes situaciones 
con PTC que pueden promover 
NMD. A) uORF en la UTR 5´; 
B) PTC en un exón alternativo, 
según sea incluido o no 
promoverá NMD; C) Presencia de 
EJC en la UTR 3´, debido a la 
presencia de un intrón en la 
misma. En rojo PTC o codón de 
terminación auténtico, en azul 
EJC, segmentos gruesos exones 
codificantes, segmentos finos 
exones UTR 5´o 3 ´. Figura 
extraída de referencia [83]
4.2.3.- UTRs 5´alternativas
Un análisis  a  gran  escala  del  transcriptoma de  mamíferos  ha  revelado  que  el  uso  de  UTRs 5
´alternativas es un fenómeno frecuente y que prácticamente la mayoría de genes pueden manifestar 
esta  expresión  diferencial  [37].  Dichas  UTRs  alternativas  puede  ser  generadas  por  el  uso  de 
promotores  alternativos,  pero  también  por  el  uso  de  sitios  de  inicio  alternativos  de  un  mismo 
promotor o por fenómenos de splicing alternativo [3 y 37] (ver Figura 14).  La diversidad en la 
UTR 5´de los genes permite variaciones en su expresión, en función de los elementos reguladores 
que contengan las UTRs 5´alternativas.
Las  UTRs  pueden  determinar  una  expresión  específica  de  un  tejido  o  en  unas  condiciones 
fisiológicas, cuando ciertos motivos reguladores están incluidos en algunas variantes de ARNm y no 
en otras,  y dichas variantes muestran un patrón específico en los diferentes tejidos o se expresan de 
Figura 14. Mecanismos responsables del origen de UTRs 5´alternativas.  a) Uso de 
promotores alternativos; b)  Un solo promotor con sitios de inicio alternativos; c)  Un solo 
promotor y splicing alternativo de los exones de la UTR 5´.(Verde, azul claro y marrón: 
exones de UTR 5´; azul oscuro: secuencia codificante (cds); líneas discontinuas negras y 
rojas: eventos de combinación alternativos)
forma diferente en diferentes condiciones celulares [37]. El gen AXIN2 (axis inhibition protein-2) 
tiene tres promotores, que permiten una expresión específica de tejido de tres UTRs 5´alternativas. 
Cada  UTR  contiene  diferente  estructura  secundaria  y  uORFs  confiriendo  una  estabilidad   y 
eficiencia de la traducción diferente para cada transcrito. La cantidad de axina-2 presente en cada 
tejido  depende  del  nivel  de  expresión  global  de  ARNm de  axina-2  y  de  la  proporción  de  los 
diferentes  transcritos  con  diferentes  UTRs  5´  [38,  39].  Diferentes  UTRs  regulan  también  la 
expresión de FGF1 (fibroblast  grow factor 1) durante el  estrés celular producido por hipoxia o 
apoptosis. Bajo estas condiciones la traducción dependiente de la caperuza es inhibida y esta se 
lleva a cabo mediante IRES. FGF1 contiene cuatro promotores, con expresión específica de cuatro 
UTRs 5´ en distintos tejidos,  pero sólo dos contienen IRES (transcritos A y C),  cuya actividad 
además es muy diferente (ver Figura 15). Por lo tanto la proporción de los diferentes transcritos 
alternativos, junto con las condiciones celulares, va a determinar en cada tipo de tejido el nivel de 
expresión de FGF1 [40].
El gen PPARγ presenta hasta siete transcritos alternativos, con diferentes UTRs 5´, resultantes de 
splicing alternativo de cinco exones en su UTR 5´. En los ensayos realizados se encontró que la 
eficiencia de la  traducción está  inversamente correlacionada con: la  estabilidad de la estructura 
secundaria  del  ARNm, la  presencia  de bases  apareadas  en la  secuencia  consenso de Kozak,  el 
Figura 15. Gen FGF-1 humano y sus transcritos. A) Organización del gen FGF-1:  las flechas indican 
los diferentes promotores; 1A a 1D representan exones de la UTR 5´. B)  Diferentes transcritos que se 
originan según los promotores utilizados. Figura extraída de referencia [40].
número de uAUGs y la longitud de las diferentes UTRs 5´ [41]. 
4.2.4.- Conclusión sobre UTR 5´
Las UTRs 5´pueden ejercer una regulación de la expresión génica mediante diversos elementos de 
estructura primaria y secundaria, que a veces actúan de forma combinada. Así mismo, en algunos 
casos,  determinados factores proteicos deben unirse a ciertos elementos estructurales de las UTRs 5
´para que su regulación sea efectiva (IRES, IRE).
La complejidad de la estructura de la UTR 5´, su estabilidad, así como la existencia de uAUGs y 
uORFs,  se revelan como elementos claves en la regulación negativa de la expresión génica que 
ejercen estas regiones. La existencia de mutaciones que afectan a los IRES, uAUGs o uORFs y que 
causan diversas patologías ponen en evidencia la importancia de estos elementos.
La existencia de UTRs 5´alternativas, en las que están presentes o ausentes diferentes elementos o 
motivos reguladores,  ofrece oportunidades para que pueda llevarse a cabo una regulación compleja 
de la expresión génica,  utilizándose las diferentes variantes según las necesidades de diferentes 
tejidos o diferentes condiciones fisiológicas de la célula.
4.3.- La región no traducida 3´(UTR 3´)
Las  regiones  UTR  3´,  situadas  aguas  abajo  de  la  secuencia  codificante,  están  implicadas  en 
numerosos procesos de regulación, entre los principales se encuentran: determinación del fin de la 
transcripción, el grado de poliadenilación y estabilidad del ARNm, la localización del ARNm e 
incluso efectos sobre la traducción del mismo [3]. 
En comparación con las regiones UTRs 5´, que contienen secuencias responsables del inicio de la 
traducción, las restricciones de las secuencias de las UTRs 3´son menores, resultando esto en un 
gran  potencial  para  la  evolución  de  elementos  reguladores  [3].  A pesar  de  ello,   las  UTRs  3
´presentan ciertas regiones de elevada conservación, dándose el caso de que en  ellas  encontramos 
algunos de los elementos más conservados del genoma de mamíferos [42] (ver Figura 16). Un 
análisis in sílico, a escala genómica,  ha revelado que, al contrario que los motivos de la región 
promotora,  los motivos en la región UTR 3´ se conservan principalmente en una de las dos cadenas 
del ADN, lo que es consistente con un papel regulador de la UTR 3´ en la fase post-transcripcional 
[43].  La  región  UTR 3´sirve  como sitio  de  unión  de  diversas  proteínas  reguladoras,  así  como 
microARNs (miARNs) [3], aspectos que trataremos en los siguientes subapartados.
4.3.1.- MicroARNs y UTR 3´
Los microARNs (miARNs) son cadenas sencillas de ARN que son producidos a partir de genes 
endógenos  por  la  ARN  polimerasa  II,  en  forma  de  precursores  de  una  longitud  entre  70-100 
nucleótidos, que adquieren estructura en horquilla. Dicha estructura es escindida en el núcleo por la 
ARNasa Drosha para generar un pre-miARN, el cual es posteriormente transportado al citoplasma 
mediante complejos de poros nucleares. Ya en el citoplasma este pre-miARN madura mediante la 
ARNasa Dicer, que genera una doble cadena de aproximadamente 22 nt y ya está listo para actuar. 
Tras deshacerse la doble hélice del miARN maduro, este se une a un complejo ribonucleoproteico 
(RISC), el cual retiene a una de las cadenas que será el miARN funcional y la otra es eliminada [44] 
(ver Figura 17). 
Figura 16. Conservación extrema de la UTR 3´ (derecha de la imagen)del gen  ELAVL4 (HuD). Esta 
región es el quinto elemento mejor conservado del genoma humano. Figura extraída de referencia 
[42].
La cadena simple del miARN maduro se aparea con las bases complementarias de una secuencia 
diana, generalmente ubicada en la UTR 3´, el apareamiento se produce especialmente en el extremo 
5´del miARN, en los nucleótidos 2 a 7, a esto se le llama “región semilla” (seed region). Dicho 
apareamiento del miARN con la seed region es esencial para una regulación efectiva por parte del 
miARN [45] (ver Figura 18).
Los  miARN  generalmente  ejercen  un  efecto  negativo  sobre  la  expresión  de  los  genes,  bien 
inhibiendo  la  traducción  o  mediante  degradación  del  ARNm,  aunque  también  hay  algunas 
evidencias de que  pueden potenciar la expresión de los genes [46]. Si bien en los últimos años se 
han hecho grandes progresos en el conocimiento de la biogénesis y función de los miARN, todavía 
existen algunas controversias sobre los mecanismos que emplean los miARNs para la regulación de 
la expresión génica, si bien algunos de ellos son bien conocidos. En animales la represión de la 
traducción parece ser ejercida de cuatro formas distintas:  inhibición del inicio de la traducción, 
inhibición  de  la  elongación  de  la  misma,  degradación  proteica  co-traduccional  y  terminación 
prematura de la traducción. Si bien el primer mecanismo parece ser el más relevante [47, 48].
Un hecho que  es  relevante  para  nuestra  discusión  es  que  los  ARNm son competentes  para  la 
traducción si poseen una estructura de caperuza-5' y una de cola de poliA-3´ . Los factores que se 
asocian con la caperuza y la cola poli-A interaccionan, así la proteína de unión a poli-A (PABP) 
interactúa con el factor de iniciación de la traducción 4G (eIF4G), que se asocia con la estructura de 
la caperuza-5´ a través de la interacción con la proteína de unión a la caperuza (eIF4E) (ver Figura 
19).  Esta  interacción  da  lugar  a  ARNm  circulares  que  se  protegen  de  la  degradación  y  son 
traducidos  de manera eficiente [49].  Cada vez hay más pruebas que sugieren que los miARNs 
animales interfieren con la función del complejo eIF4F (que comprende: eIF4E, eIF4G y eIF4A) y 
PABPC durante la traducción y / o estabilización del ARNm [46]. 
Figura 17 .  Biogénesis y vías de acción de un miARN en eucariotas. Se representan los pasos de la 
biogénesis tal como se cita en el texto. Se muestran también  dos de las posibles vías de acción de los 
miARN sobre los genes: represión de la traducción y degradación por endonucleosis del ARNm. 
http://www.nature.com/nrc/journal/v6/n4/fig_tab/nrc1840_F1.html
Figura 18. Confirmación de la importancia de la región 5´ del miARN  let-7a, mediante uso de constructos 
en células HeLa. (A) Representación esquemática predicha del sitio de unión de la UTR 3´, y su 
interacción con let-7a, junto con ocho mutantes (B-I) para la región 5 ' de let-7a (los números indican el 
valor de ΔG). (B) Grado de la represión de los diversos constructos que se muestran en A. En gris se 
muestra el grado de represión ejercido por los let-7a endógenos y en blanco la represión tras la adición de 
let-7a adicionales. Los valores de expresión se normalizaron respecto a la expresión de luciferasa de 
luciérnaga, a través de muestras de constructos de control CXCR4-4x, que se muestra en negro. Los valores 
son promedios de tres experimentos independientes ± desviación estándar. Figura extraída de referencia 
[45]
Figura 19. Circularización del ARNm tal como se describe en el texto. Figura extraída de 
referencia [70].
Se da la circunstancia de que un mismo miARN puede regular a un gran número de genes, ya que 
solo es necesaria la complementariedad de la seed region. Adicionalmente un mismo ARNm puede 
ser  regulado  por  varios  miARNs,  aumentando  así  su  repertorio  de  expresión  en  un  momento 
determinado o en un tipo celular particular [3]. Los ARNm con múltiples dianas presentan una 
expresión mutuamente exclusiva respecto al miARN, indicando esto que los miARN ejercen un 
ajuste muy fino de la expresión génica [54].
Muchos miARN se han conservado a lo largo de la evolución,  y debido a que no se requieren 
grandes regiones de apareamiento nuevos miARN pueden aparecer relativamente fácil, aportando 
nuevas herramientas para la evolución [3]. Un estudio comparativo entre diferentes especies de 
mamíferos,  a escala genómica,  encontró que los motivos conservados en la UTR 3´ son como 
media de 8 nt  de longitud y que alrededor de la mitad de ellos parecen estar  relacionados con 
miARNs [43].
Aunque los miARNs se unen preferentemente a las UTRs 3´, algunas dianas han sido identificadas 
en las UTRs 5´y en las regiones intrónicas de los genes [3].
4.3.2.- Elementos de estabilización
La modificación de la estabilidad de un transcrito permite una rápido control de la expresión sin 
necesidad de alterar la tasa de traducción. Se ha encontrado que este mecanismo está implicado de 
forma  crítica  en  diversos  procesos  vitales  como  el  crecimiento  celular,  la  diferenciación  o  la 
adaptación a estímulos externos [55,56]. Los elementos de estabilización mejor estudiados son los 
elementos  ricos  en  “AU”  (AREs)  que  se  encuentran  en  la  UTR  3´de  diversos  genes.  Estos 
elementos tienen un tamaño que oscila entre 50 y 150 nt y generalmente contienen múltiples copias 
del pentanucleótido AUUA [57]. Los AREs pueden presentar variaciones en su secuencia de forma 
que  han  sido  definidas  tres  clases  principales.  La  clase  I  y  II  presentan  diferente  número  de 
repeticiones del pentanucleótido, mientras que la clase III carece del mismo  [58]. 
Los AREs se unen a proteínas (ARE-BPs) que generalmente promueven el decaimiento del ARNm 
en respuesta a una variedad de señales intra y extracelulares. Muchas ARE-BPs son expresadas de 
forma específica en ciertos tejidos o tipos celulares, siendo además la estructura secundaria del ARE 
un factor importante en la acción de la ARE-BP [59]. Diferentes ARE-BPs pueden competir por un 
mismo sitio de unión y dependiendo de la localización celular o factores ambientales la regulación 
ejercida por el ARE puede tener diferentes resultados para un transcrito [56] (ver Figura 20) . Un 
ejemplo del efecto de factores ambientales lo tenemos en la expresión de la proteína anti-apoptótica 
Bcl-XL, que se ve incrementada tras radiacción UVA, siendo este un proceso implicado en cáncer de 
piel entre otros cánceres. El examen de las ARE-BPs asociadas con un ARE en la UTR 3´de Bcl-KL, 
permitió identificar a la nucleotina como una proteína estabilizadora clave, y los autores sugieren 
que la radiacción UVA aumenta la capacidad de la nucleotina para unirse a ARE y esta facilita la 
protección del ARNm frente a la degradación [60]. Este y otros ejemplos ponen en evidencia la 
versatilidad  de los  AREs en la  regulación de la  estabilidad y la  traducción,  pudiendo producir 
distintos resultados en función de las señales recibidas [3].
El elemento rico en “GU” GRE es otro elemento de estabilidad descubierto posteriormente, el cual 
interacciona con la proteína CUGBP1, lo que promueve el decaimiento del ARNm asociado [61]. 
4.3.3.- Cola de poli-A
La cola de poli-A es el resultado de la adición de una serie de adenosinas  en el extremo 3´del 
ARNm. Esto dota al ARNm de un lugar de unión para una clase de factores reguladores llamados 
proteínas de unión a poli-A (PABPs), que desempeñan un papel regulador de la expresión génica, 
incluida la estabilidad y el decaimiento del ARNm, así como la exportación del mismo [62]. Estos 
mecanismos de regulación juegan un papel relevante durante el desarrollo de los vertebrados [63].
Figura 20. Diferentes AREs-BP compiten por el motivo ARE de la UTR 3´para activar o inhibir 
la degradación del ARNm mediante exonucleasa
En humano se han identificado hasta cinco PABPs diferentes (una nuclear y cuatro citoplasmáticas), 
todas ellas con diferentes papeles funcionales [63]. La PABPs parecen funcionar como andamios 
donde pueden unirse otros numerosos factores y así regular de una forma indirecta la expresión de 
los  genes  en  diferentes  circunstancias  (recordar  por  ejemplo  su  papel  en  la  circularización  del 
ARNm) [3].
La cola de poli-A es sintetizada con una longitud determinada (sobre unos 250 pb en las células 
humanas) y puede luego ser acortada en el citoplasma para promover la represión de la traducción si 
las condiciones lo requieren [64].  Es bien conocido que la poliadenilación viene determinada por 
señales de poliadenilación (PAS) de la región UTR 3´. La señal de poliadenilación más frecuente 
(señal  canónica)  es  “AAUAAA”,  localizada  a  10-30  nucleótidos  al  5´del  sitio  de  corte  y 
posteriormente se encuentra una secuencia rica en G/U a unos 20-30 nucleótidos al 3´del lugar de 
corte [79] (ver Figura 21). Los dos complejos multiméricos,  el de poliadenilación (que se une a la 
PAS) y el de corte (que se une a la señal rica en G/U) son necesarios simultáneamente para que 
ambos procesos ocurran adecuadamente.
Alternativamente a la PAS canónica “AAUAAA” y en menor frecuencia se da la señal “AUUAAA” 
[80].  Se  ha  determinado,  más  recientemente,  que  pueden  existir  al  menos  otras  10  posibles 
variaciones de la señal de poliadenilación, todas ellas de menor frecuencia que la señal alternativa 
“AUUAAA”  y que originan una menor eficiencia de la poliadenilación [81].
La poliadenilación alternativa (APA) puede ocurrir como resultado de la producción de diferentes 
isoformas de ARNm que difieren en su UTR 3´. La APA puede darse bien por que  
Figura 21. Señales para el corte y poliadenilación del pre-ARNm en mamíferos. 
(http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch5A.htm).
existan sitios de poliadenilación (PAS) alternativos en una misma UTR 3´o porque se expresen 
exones terminales mutuamente exclusivos (ver Figura 22). La APA es utilizada en aproximadamente 
el 50 % de los genes humanos [65]. El uso de UTRs 3´alternativas, con diferente poliadenilación, y 
corte asociado a ella,  es un aspecto importante de la expresión génica durante el desarrollo o la 
expresión específica de tejidos [37,  66],  así  mismo cambios en la APA han sido asociados con 
diferentes tipos de cáncer [67].
4.3.4.- Longitud y estructura secundaria
La necesidad de interacción entre el extremo 5´y 3´, conocida como circularización del ARNm,  y 
que ya mencionamos anteriormente (Figura 19) al  tratar  los miARN,  se ha revelado como un 
mecanismo clave para una traducción eficiente [49]. En esta interacción 5´-3´ tienen implicaciones 
la longitud y estructura secundaria de la UTR 3´. Existen evidencias del efecto de UTRs 3´ largas 
Figura 22. Diferentes tipos de poliadenilación. (A) Un solo lugar de poliadenilación;  (B) 
Poliadenilación alternativa mediante señales de poliadenilación (pA) alternativas en mismo exón 
terminal; (C) Poliadenilación alternativa mediante pA alternativas aguas arriba del exón terminal y 
fenómenos de splicing alternativo. (http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?
img=2553571_gkn540f1&req=4).
sobre la expresión, así por ejemplo se ha observado que el aumento de la UTR 3´de 19 a 156 nt 
disminuye la expresión hasta en 45 veces [68]. 
Adicionalmente al  efecto que la longitud puede tener sobre la interacción 5´-3´,   puede afectar 
también al número de dianas de miARN, ya que a mayor longitud de la UTR 3´existen mayores 
probabilidades de presencia de las mismas. Un estudio donde se compara la longitud y la presencia 
de dianas de miARN en genes ribosómicos y en genes de neurogénesis encontró que los genes 
ribosómicos contenían UTRs 3´más cortas y eran escasos en dianas de miARN, al comparar con 
secuencias aleatorias de control [54]. Mientras que los genes de neurogénesis presentaban UTRs 3
´más  largas  y  especialmente  enriquecidas  en  sitios  potenciales  de  unión.  Igualmente  existen 
evidencias de genes que presentan UTRs 3´alternativas para el control de la expresión, presentando 
la forma más larga dianas conservadas de ciertos miARNs que se expresan en ciertas condiciones 
celulares,   reprimiéndose  así  la  traducción  [69].  En  general  las  UTRs  3´más  largas  están 
relacionadas con menores niveles de expresión, como lo demuestran experimentos que comparan la 
expresión de isoformas que difieren solamente en la longitud de la UTR 3´[69] (ver Figura 23). 
Figura 23. Efecto de la longitud de la UTR 3´utilizada sobre la expresión génica. (A) Esquema que 
representa las isoformas alternativas:  común (UTR 3´corta) y extendida (UTR 3´larga), con sus 
diferentes sitios de poliadenilación. (B) Actividad luciferasa en linfocitos T murinos  transfectados con 
constructos que llevan la isoforma de la UTR 3´ común o extendida de los genes indicados.(C) Número 
medio de dianas de miARN conservadas en la UTR 3´de isoformas de genes que usan la PAS proximal o 
distal. Imagen modificada de referencia [69].
Ya  habíamos  mencionado  que  las  UTRs  3´son  considerablemente  más  largas  que  las 
correspondientes UTRs 5´(como media casi cuatro veces mayores en humanos [2]). Esta diferencia 
ofrece un gran potencial para la regulación de la traducción en dichas regiones, bien sea mediante la 
ausencia-presencia de dianas de miARNs o mediante las diferencias en otros elementos que puedan 
afectar a la unión de diversos factores,  que afecten a la recircularización o a la estabilidad del 
ARNm [3,  70].  Adicionalmente  parece existir  una tendencia  a  un aumento de la  UTR 3´en  el 
proceso evolutivo que va desde los hongos a los invertebrados y de estos a los vertebrados (Figura 
24),  siendo la  longitud media de la  UTR 3´humana más del  doble  de la  longitud de los otros 
mamíferos  estudiados  [3].  Este  incremento  de  la  longitud  puede  interpretarse  como un  mayor 
número  de  posibilidades  de  regulación  de  la  expresión,  hecho  que  posiblemente  ha  tenido 
relevancia en el aumento de la complejidad de los organismos, incluidos los humanos.
Si bien la longitud de la UTR 3´es un hecho relevante para la eficiencia de la traducción, no lo es 
menos la estructura secundaria de la  misma, como lo ponen de manifiesto el efecto que tienen 
mutaciones  que  afectan  a  dicha  estructura.  Este  hecho  queda  patente  en  un  estudio  sobre  83 
enfermedades asociadas a variaciones en la UTR 3´ de ARNm humanos, donde se encuentra una 
correlación entre la funcionalidad de las variaciones y cambios en la estructura secundaria predicha 
[71].
Figura 24. Longitud media de las UTRs 5´y 3´ en diferentes especies. 
Imagen extraída de referencia [70].
Generalmente  la  localización  de  una  mutación  de  falta  de  sentido,  anexa  al  límite  exón-exón 
determina la eficiencia del mecanismo NMD (nonsense mediated decay), sin embargo la UTR 3
´puede tener influencia en este proceso. El mecanismo de terminación de la traducción en un codón 
de terminación prematura (PTC) se ve afectado por la distancia entre el codón de terminación y 
PABPCl (poly-A binding protein). Se ha demostrado que la extensión de esta región es crucial para 
determinar la presencia de PTC y  acabar dando lugar a NMD, así mismo su acortamiento produce 
la supresión de NMD. Igualmente las reordenaciones estructurales de la UTR 3´ pueden modular la 
ruta NMD y suponen un mecanismo adicional de la regulación de la expresión génica [72].
La estructura en forma de horquilla es la forma más común que puede afectar a la expresión génica 
y esto suele ocurrir en la UTR 3´ mediado por la unión a dichas estructuras de factores proteicos. 
Diferentes  ejemplos  demuestran  la  existencia  de  estructuras  tipo  horquilla  en  la  UTR  3´que 
modulan su afinidad por ciertos factores, afectando así a la estabilidad del ARNm  y regulando  la 
expresión génica [ 73, 74].
4.3.5.- Control de la localización subcelular del ARNm
La localización subcelular de ARNm se ha revelado como un mecanismo clave a través del cual las 
células se polarizan. La localización de los transcritos es una forma muy eficiente para orientar 
productos  génicos  a  compartimentos  subcelulares  individuales  o  a  regiones  específicas  de  una 
célula o un embrión, por lo que es un nivel importante de la regulación  postranscripcional de genes. 
La  localización  del  ARNm  es  un  fenómeno  generalizado  que  se  produce  en  los  organismos 
unicelulares, en los  tejidos de animales y plantas, y en el desarrollo de embriones de una gran 
variedad de filos animales.
Después de la transcripción en el núcleo, la mayoría de los ARNm salen a través de los poros 
nucleares hacia el citoplasma, donde son traducidos. Ciertas clases de ARNm, sin embargo, tienen 
diferentes destinos  y están dirigidos  a  regiones  específicas dentro de la  célula  o  embrión y en 
muchos casos no se traducen hasta que llegan a su destino final.  Los pasos iniciales en el proceso 
de localización están determinados por los elementos que actúan en cis dentro del ARNm. Esta serie 
de señales por lo general, pero no exclusivamente, están ubicadas dentro de la UTR 3´, a las que se 
unen factores que actúan en trans [75]. 
Hasta  ahora,  todos  los  factores  que  actúan  en  trans se  han  identificado  como  proteínas;  sin 
embargo, es muy posible que otras clases de moléculas tales como pequeños ARNs reguladores 
puedan desempeñar un papel en este proceso. La unión de los factores, que probablemente influye 
en el plegamiento del ARNm en una configuración espacial específica,  facilitan la asociación de 
una serie  de otras  proteínas auxiliares y  esto  produce una gran partícula  de ribonucleoproteína 
(RNP) de transporte. Es probable que a través de los factores proteicos que el ARNm reconoce y 
asociados con la vía adecuada o estructura subcelular se dirigirá a su destino correcto. En el caso de 
las vías que puede utilizar la maquinaria del citoesqueleto,  probablemente es un mecanismo de 
transporte activo que implica un motor molecular que, junto con proteínas adaptadoras, impulsará el 
ARNm. Una vez en su destino, se ancla a través de un anclaje molecular, lo que podría ser o bien 
proteína o, en algunos casos, otra clase de ARN [75].
Los  estudios  en  diversos  sistemas  tales  como  ovocitos,  embriones,  y  células  somáticas  han 
demostrado la existencia de varios mecanismos potenciales por los cuales los ARNm pueden estar 
distribuidos localmente. Estos incluyen el transporte direccional activo de ARNm por los elementos 
del  citoesqueleto,  la  degradación  general  y  la  estabilidad  del  ARNm localizada  y  la  difusión 
aleatoria  citoplasmática  con captura  del  ARNm (Figura  25).  Una combinación  de  mecanismos 
puede ser utilizada para localizar diferentes ARNm; sin embargo, las evidencias más convincentes 
son de los mecanismos de transporte direccional activo por los elementos del citoesqueleto y la 
degradación combinada con  estabilidad localizada [75]. 
Un claro ejemplo de este control espacial de la expresión, mediante control de transporte activo lo 
tenemos en MBP, el principal componente estructural de la mielina de la membrana de células del 
sistema  nervioso  central,  producido  por  oligodendrocitos.  Técnicas  de  mapeo  por  delección  y 
experimentos de microinyección con ARNs quiméricos han delineado una secuencia de “ARN de 
tráfico” de 21-nucleótidos (RTS) en la UTR 3´ del ARNm de MBP, que es necesaria y suficiente 
para  el  transporte  del  ARN en los  oligodendrocitos.  Secuencias  semejantes  a  RTS también  se 
encuentran en una variedad de ARNm que se localizan en otros tipos de células, lo que sugiere que 
la RTS es una señal de tráfico de ARN de uso general. Experimentos de unión in vitro indican que 
la RTS se une con especificidad y gran afinidad a hnRNP A2,  proteína de unión a ARN expresada 
de forma ubicua,  y que se cree que juega un papel en el tráfico intracelular de ARNm [76].
La expresión  de  una  UTR 3´alternativa,  más  corta  o  más  larga,   puede  tener  influencia  en  el 
transporte  del  ARNm, como en  el  caso de  CaMKIIα (alfa  subunit  Ca2+/calmodulin-dependent  
protein kinase II).  Una secuencia requerida para el destino dendrítico de su ARNm se ha mapeado 
aguas abajo del primer sitio de poliadenilación,  lo que sugiere que la isoforma más corta del ARNm 
se limita al cuerpo celular, mientras que el ARNm más largo se transporta  a las dendritas [78]. 
Distintos  ejemplos  de  localización  por  estabilización local  provienen de Drosophila,  durante  el 
desarrollo embrionario temprano. Así los transcritos de la proteína de unión a ARN Nanos o la 
Figura 25. Mecanismos de transporte del ARNm en la célula. (A) Estabilización local que 
protege frente a la degradación; (B) Difusión del ARNm y captura local y (C) Transporte 
activo del ARNm mediante el citoesqueleto. Figura extraída de referencia [84].
proteína de choque térmico Hsp83 son degradados en todas las partes del embrión excepto en el 
polo posterior. Distintos elementos actuando  en cis, localizados en la UTR 3´de estos transcritos, 
median en la degradación global en el embrión y en la estabilización en el citado polo [77].
4.3.6.- Conclusión sobre UTR 3´
La UTR 3´es una región muy versátil y es rica en elementos reguladores, por lo que desempeña un 
papel crucial en la correcta expresión espacial y temporal de los genes.
La longitud y estructura secundaria de la UTR 3´son aspectos clave, que tienen una gran influencia 
en el papel regulador que dicha región ejerce. En general las UTRs 3´ de gran longitud tienen un 
efecto negativo sobre la traducción. Las estructuras típicas en horquilla que se dan en la UTR 3
´tienen afinidad por diversos factores que modulan así la acción reguladora de estos elementos a 
nivel de la eficacia en la traducción o en la localización celular del ARNm.
La circularización del ARNm mediante la interacción de la proteína PABP (que se une a la cola de 
poli-A) con el complejo de iniciación de la transcripción del extremo 5´ parece ser necesaria para 
una adecuada traducción. Diversos factores (factores proteicos, miARNs u otros ARNs) que tienen 
afinidad por la UTR 3´ pueden afectar a la interacción necesaria para la circularización, dando lugar 
a diversos mecanismos reguladores de la expresión génica.
La poliadenilación,  fundamental  para la  estabilidad del  ARNm, es  un fenómeno que puede ser 
motivo de regulación mediante el uso de señales de poliadenilación alternativas existentes en la 
UTR 3´, que dan lugar a una cola de poli-A de diferente longitud. En este hecho tiene un papel 
importante  el  uso de UTRs 3´alternativas  más largas  o  más  cortas  que contienen una o varias 
señales de poliadenilación.  La mayor o menor longitud de la UTR 3´viene dado por el  uso de 
diferentes puntos de corte del ARNm, que se encuentran aguas abajo de la señal de poliadenilación 
reconocida. 
El  uso  de  UTRs 3´alternativas,  bien  por  sitios  de  corte  alternativo,  bien  por  el  uso de  exones 
alternativos  existentes  en  esta  región,   permite  también  la  presencia  o  ausencia  de  elementos 
reguladores, lo que da lugar a una regulación de la expresión génica diferenciada en función del 
tejido o estado de la célula.
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CAPÍTULOS DE RESULTADOS
(I)
IDENTIFICACIÓN Y DESCRIPCIÓN DE LAS UTRs 5´ Y 3´ 
DE LAS LIPOCALINAS DE MAMÍFEROS
1.- Objetivos
Los objetivos de este capítulo son varios:
• En  primer  lugar  identificar  y  caracterizar  las  UTRs  5´y  3´de  lipocalinas  de  mamíferos 
mediante la determinación y análisis  de parámetros básicos de las mismas,  como son la 
longitud, su contenido en G+C  y  la presencia en ellas de secuencias repetitivas.
•  En segundo lugar establecer en qué medida las lipocalinas presentan UTRs alternativas y si 
las hay,  determinar el grado de variabilidad de las mismas.
• Una vez identificadas las lipocalinas que presentan variabilidad en las UTRs,  determinar la 
organización  genómica  de estas  regiones,  así  mismo tratar  de dilucidar  los  mecanismos 
responsables del origen de los transcritos con UTRs  alternativos.
2.- Métodos
2.1.- Obtención y selección de las secuencias de UTRs 5´y 3´ de lipocalinas
Se  obtuvieron  las  secuencias  de  las  UTRs  de  11  lipocalinas  de  mamíferos  (previamente 
seleccionadas  tal  como se  detalla  en  los  objetivos  de  la  tesis)  a  partir  de  bases  de  datos  que 
dispusieran de información sobre transcritos alternativos. Se decidió utilizar, como fuente principal, 
la  base  de  datos  de  secuencias  de  ARNm  AceView 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/index.html)[1],  debido  a  la  rigurosidad  de  su 
metodología, por su útil entorno gráfico, por la completa información de las anotaciones, así como 
por la facilidad de acceso y descarga de las secuencias. De forma complementaria se utilizó la base 
de datos ASPicDB ( http://srv00.ibbe.cnr.it/ASPicDB/index.php )[2]. 
AceView proporciona una representación depurada y no redundante de todas  las secuencias  de 
ARNm públicas (ARNm de GenBank o RefSeq y secuencias de ADNc a partir de dbEST y Trace). 
La  metodología  de  AceView  consiste  en  que  estas  secuencias  de  ADNc  experimentales  son 
coalineadas  con  el  genoma,  siendo  seleccionadas  solo  si  tienen  una  alta  fiabilidad   (un  alto 
porcentaje de identidad a lo largo de toda la longitud de su secuencia). A continuación se agrupan en 
un número mínimo de variantes (transcritos alternativos) agrupados en los correspondientes genes. 
ASPicDB se basa en un método algo diferente y por ello complementario del de Aceview. Dicho 
método está basado en un  algoritmo de alineación múltiple genoma-EST, para la detección de sitios 
de corte y empalme. Este enfoque realiza una alineación múltiple de los datos de transcripción con 
la  secuencia  genómica,  basado  en  el  análisis  combinado  de  todos  los  datos  disponibles.  Los 
algoritmos de ASPicDB abordan el problema de predecir splicing constitutivo o alternativo como 
un problema de optimización, en donde el alineamiento múltiple óptimo de los transcritos minimiza 
el número de exones y por lo tanto los posibles sitios de corte y empalme. 
Se procedió a buscar en la base de datos Aceview los transcritos de las 11 lipocalinas seleccionadas 
para humano y ratón, que son las especies de mamíferos disponibles en AceView. De todos los 
transcritos alternativos que ofrece AceView, para cada lipocalina,  solo se tomaron las secuencias de 
los transcritos cuya secuencia codificante se correspondiese con la de la proteína canónica predicha 
o anotada en RefSeq (NCBI), que es la lipocalina contrastada y anotada como extracelular. En la 
tabla 1 se muestran dichas secuencias canónicas para humano y ratón. En caso de que el transcrito 
estuviese incompleto en su extremo 5´o 3´se tomó la  UTR del extremo disponible (5´o 3´), solo si 
los exones codificantes de dicho extremo coincidían exactamente con los de la secuencia canónica. 
Los  transcritos  así  seleccionados  en  Aceview fueron posteriormente  contrastados  con los  datos 
disponibles en ASPicDB, confirmando los primeros e incluso permitiendo en algunos casos,  incluir 
algunos  transcritos  alternativos  adicionales.  En las  tablas  2  a  12  del  apartado de resultados  se 
muestran los transcritos  seleccionados para cada lipocalina. Dichos transcritos o variantes aparecen 
identificados, en dichas tablas,  por las letras con que están identificados en Aceview. Cuando la 
variante solo se detectó en ASPicDB,  se identificó con la letra de la variante de Aceview más 
parecida a esta,  seguida de un número entre paréntesis.
Las  secuencias  de  las  UTRs  5´y  3´de  todos  los  transcritos  seleccionados  fueron  obtenidas  y 
almacenadas en formato Fasta.  Así mismo se obtuvieron y almacenaron en el mismo formato  las 
secuencias de los diferentes exones, en caso de haberlos, que constituyen las regiones  UTRs 5´y 3´.






















































































































































Tabla 1. Secuencias de ARNm de las lipocalinas estudiadas que contienen la secuencia codificante que 
se corresponde con la secuencia canónica, obtenidas de RefSeq (NCBI).
Tabla 1 (continuación). Secuencias de ARNm de las lipocalinas estudiadas que contienen la secuencia 
codificante que se corresponde con la secuencia canónica, obtenidas de RefSeq (NCBI).
2.2.- Análisis de parámetros básicos de las secuencias de UTRs 5´y 3´de lipocalinas
Las  secuencias  UTRs  de  las  lipocalinas  fueron  analizadas  mediante  “ infoseq ” de  EMBOSS 
(http://emboss.bioinformatics.nl/) [3], para determinar su longitud y contenido en G+C. Dos muestras 
de  UTRs  de  humano  y  ratón,  tomadas  aleatoriamente  de  la  base  de  datos  UTRdb  (con  1000 
secuencias de cada especie), fueron utilizadas para contrastar con las UTRs de lipocalinas. Estas 
muestras fueron igualmente analizadas con “infoseq” para obtener su longitud y contenido en G+C.
Para determinar la presencia de secuencias repetitivas en las UTRs se utilizó Repeatmasker (A.F.A. 
Smit,  R.  Hubley  &  P.  Green  RepeatMasker  at  http://repeatmasker.org).  Los  análisis  estadísticos  y 
representaciones gráficas se realizaron mediante la hoja de cálculo de OpenOffice y el programa 
estadístico PAST [4]. 
2.3.- Determinación de la organización genómica y de los procesos responsables del origen de 
UTRs 5´ alternativos
Solo se ha abordado esta cuestión para las regiones UTRs 5´de las lipocalinas, dado que son estas 
regiones las que muestran una variabilidad considerable y con una mayor complejidad a la hora de 
ser  interpretada.  Mientras  que  las  regiones  UTRs  3´muestran  escasa  variabilidad  y  cuando  la 
presentan, esta es de fácil interpretación, ya que esta esta asociada a sitios de corte alternativo y no a 
diferentes exones que sufran splicing alternativo.
La organización genómica de la región UTR 5´de las lipocalinas se ha deducido a partir  de la 
composición de exones de las UTRs 5´alternativas que fueron seleccionadas de las bases de datos, 
según los criterios establecidos en el punto 2.1. Para ello se recurrió a las anotaciones de Aceview y 
además de forma complementaria  se utilizo “ESIM4” de EMBOSS [3] que permite  alinear  los 
transcritos de los UTRs 5´alternativos frente a la región genómica correspondiente. De esta forma 
pudo obtenerse la estrcutura exón-intrón de dichas UTRs 5´. 
Los mecanismos más frecuentes que originan UTRs 5´alternativas son: orígenes de transcripción 
alternativos, fenómenos de splicing alternativo o una combinación de ambos fenómenos. Para las 
UTRs 5´de lipocalinas estos mecanismos se han tratado de establecer buscando la explicación más 
lógica,  dentro  de  las  diferentes  posibilidades  y  tratando de  encontrar  respaldo  en  una  serie  de 
predicciones que se llevaron a cabo. 
2.3.1.- Predicción de regiones promotoras
Se utilizó “Neural Network Promoter Prediction” (NNPP, http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) 
[5].  Se  analizaron  las  regiones  genómicas  de  las  UTRs 5´previamente  determinadas  más  2000 
nucleótidos corriente arriba, para poder detectar posibles promotores alternativos. 
2.3.2. -Predicción de exones
Se analizaron las regiones genómicas de las UTRs 5´de lipocalinas con el programa “ExonScan” 
( http://genes.mit.edu/exonscan/) [6]. Dicho programa hace una predicción de exones combinando la 
información de diferentes  elementos:  sitios donadores-aceptores de splicing,   los posibles sitios 
potenciadores (ESE) o silenciadores exónicos (ESS), así como de secuencias GGG intrónicas. Esta 
predicción de tipo holístico puede darnos una idea más aproximada de la auténtica organización 
genómica de las regiones UTRs 5´.
2.3.3. -Predicción de sitios donadores-aceptores de splicing
Para predecir estos sitios se recurrió a la herramienta bioinformática “ASSP”
(http://wangcomputing.com/assp/index.html) [7], la cual permite  hacer predicciones de sitios de splicing, 
ofreciendo en la predicción la probabilidad de que dichos sitios sean constitutivos,  alternativos o 
sitios crípticos. Este tipo de predicciones es útil a la hora de confirmar el carácter  constitutivo o 
alternativo de los exones que componen las UTRs 5´.
3. - Resultados
3.1.- Transcritos seleccionados
A continuación se presentan los transcritos seleccionados, como se detalla en métodos, para las 
distintas lipocalinas estudiadas de humano y ratón. Se indica la longitud de los ARNm maduros y de 
las UTRs 5´y 3´correspondientes.
Tabla 2.APOD
Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 931 140 221 
b 1016 224 222 
c 2077 358 1149 
d 1074 281 223 
e 1094 214 221 
     Humano
(2007)
a 1129 361 198
b 680 232 198
c 553 135 -
        d (2010) 1210 190 -
Tabla 3. PTGDS
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
c 785 80 159
d 1058 329 159
e 1326 - 614
    Humano
(2007)
c 961 72 214
g 1212 458 178
j 2495 1283 639
Tabla 4. RBP4
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 1233 385 252
c 765 61 128*
d 947 89 252
    Humano
(2010)
b 1316 322 388
d 563 72 186*
d(2) 522* 113 186*
Tabla 5. APOM
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 1471 781 117
Humano
(2010)
d 1183 496 120
d(2) 760 73 120
Tabla 6. LCN1
 Rata
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 754 55 165
  Humano
(2010)
b 881 157 185
h 760 49 185
Tabla 7. LCN2
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
b 894 54 237
  Humano
(2010)
b 822 72 153
b(2) 903 72 334
Tabla 8. LCN8
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 658 23 107
  Humano
(2010)
e 822 348 112
Tabla 9. OBP2A
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
b 749 53 165
  Humano
(2010)
a 689 42 134
Tabla 10. C8G
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
c 1044 275 160
  Humano
(2010)
a 877 75 193
Tabla 11. LCN12
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 715 55 78
  Humano
(2010)
c 930 248 103
c(2) 710 28 103
Tabla 12. ORM2
 Ratón
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb) Long UTR 5´(pb) Long UTR 3´(pb)
a 778 41 113
  Humano
(2010)
b 917 189 122
3.2.- Longitud y composición de las UTRs de lipocalinas
 En la tabla 13 se representa la longitud media, máxima y mínima, así como el % G+C medio de las 
UTRs 5´ de las lipocalinas humanas y de ratón analizadas. A efectos de comparación se han añadido 
los mismos parámetros pertenecientes al conjunto de UTRs 5´ de  la base de datos “UTRdb”[8], 
para ambas especies. Observamos en las UTRs 5´de lipocalinas (tabla 13) un buen ajuste a los 
valores medios de longitud y % G+C esperados, aunque en la longitud máxima, se observan valores 
algo inferiores, tanto en humano como en ratón. Este último resultado es esperable ya que por el 
gran tamaño de la muestra de la base de datos (UTRdb) de UTRs 5´de humano y roedor, es lógico 
que aparezcan valores extremos que son de baja frecuencia.
En la tabla 14 se representan los mismos datos que en la tabla 1 pero para las UTR 3´. En este caso 
Tabla13: Longitud media, máxima y % G+C medio de las UTR 5´de 
lipocalinas de humano y ratón y comparación con  los valores medios obtenidos 
de la base de datos UTRdb para las UTR 5´ de dichas especies
 UTR 5´
%GC medio
232.18 1283 28 63.53
210.20 2803 18 60
186.89 786 23 57.60
186.30 936 20 60





Tablas 2 a 12. Transcritos seleccionados de las diferentes lipocalinas, extraidas de Aceview / ASPicDB. Las 
variantes se denominan mediante una letra, tal como aparecen identificadas en Aceview. Dado que Aceview 
ofrece, para humano, dos versiones (2007 o 2010) de la base de datos,  se indica en las tablas la versión a la 
que corresponde la variante seleccionada.
observamos que la longitud media de las UTR 3´de lipocalinas es sensiblemente menor que el valor 
promedio del conjunto de las UTRs 3´, tanto para humano como para ratón. Comprobamos además 
que  los  valores  de  %G+C en  las  UTRs  3´de  lipocalinas  son,  por  el  contrario,   sensiblemente 
mayores de lo que cabría esperar para las dos especies, especialmente en humano.
Para analizar con más detalle esta aparente anomalía se procedió a comparar la distribución de los 
datos de longitud y % G+C de las UTRs 3´ de lipocalinas de humano y de ratón  frente a los de una 
muestra  representativa de secuencias de UTRs 3´de estas mismas especies extraída de UTRdb. En 
la figura 1 y 2 se observan los gráficos Box-plot de la longitud y del % G+C  de las UTRs 3´para las 
dos especies.
Tabla 14: Longitud media, máxima y % G+C medio de las UTR 3´de 
lipocalinas de humano y ratón y comparación con los valores medios obtenidos 
de la base de datos UTRdb para las UTR 3´ de dichas especies
 UTR 3´
%GC medio
203.78 639 103 57.24
1027.70 8555 21 45
251.29 1149 78 50.12
607.30 3354 19 45





Figura 1. Representaciones Box-plot de la longitud y el % G+C de las UTRs 3´de lipocalinas de 
ratón frente a una muestra de UTRs 3´ de la misma especie de la base de datos UTRdb. Las cajas 
representan los cuartiles (25% a 75%), la línea horizontal representa la media y los segmentos 
superior e inferior los valores máximos y mínimo.
Observamos  en  las  figuras  1  y  2  que,  si  bien  la  distribución  de  longitudes  de  las  UTRs 3´de 
lipocalinas  de humano y ratón se encuentra en un intervalo inferior  del rango de variación del 
conjunto  de las  UTRs 3´para cada  especie,  es  respecto  al  % G+C de las  lipocalinas  donde se 
observan de forma más evidente las diferencias.
La explicación de estas diferencias entre las UTRs 3´de las lipocalinas y el conjunto de UTRs 3´ 
podría encontrarse en una adaptación de estas a la región genómica donde se encuentran, ya que es 
conocido que los genes situados en isocoras ricas en  G+C tienden a ser más cortos que los que se 
encuentran en isocoras pobres en G+C [9] y por lo tanto también tendrán UTRs más cortas. Si esto 
fuese así debería afectar igualmente a la región UTR 5´, cosa que no ocurre. Este hecho será tratado 
de forma más detallada en la discusión de este capítulo.
Por otra parte es conocido que las longitudes de las UTRs de humano son en promedio mayores que 
las  de otros  mamíferos  [10].  En las  gráficas  3  y  4  se  han representado de forma conjunta  las 
longitudes de las UTRs de lipocalinas humanas y de ratón, 5´y 3´ respectivamente. La observación 
de estas gráficas nos muestra que la longitud de la UTRs 5´de humano es claramente superior que la 
correspondiente en ratón en 5 casos, siendo sólo mayor la UTR 5´de ratón en 2 casos y de longitud 
semejante entre las dos especies en 4 casos. Mientras que para la UTR 3´no se observa la tendencia 
Figura 2. Representaciones Box-plot de la longitud y el % G+C de las UTRs 3´de lipocalinas de 
humano frente a una muestra de UTRs 3´ de la misma especie de la base de datos UTRdb. Las 
cajas representan los cuartiles (25% a 75%), la línea horizontal representa la media y los 
segmentos superior e inferior los valores máximos y mínimo.
a que dicha región sea mayor en humano, ya que salvo en un caso (ApoD) el resto de lipocalinas 




















































































































Figura 3. Longitud de las  UTRs 5´ de las diferentes 
lipocalinas humanas y de ratón. En el caso existir UTRs 




























































































































Figura 4.  Longitud de las  UTRs 3´ de lipocalinas humanas y de 
ratón que no presentan variación  o que la muestran sólo en una de 
las dos especies, en este caso se muestra la longitud máxima de las 
alternativas posibles.
3.3.- Elementos repetitivos en las UTRs de lipocalinas
Un  aspecto  interesante  que  puede  estudiarse  en  estas  regiones  genómicas  es  la  presencia  de 
elementos repetitivos. Diversos elementos de esta clase (STR, LINE, SINE y LTR)  se encuentran 
con cierta frecuencia en las UTRs de los ARNm de eucariotas y además han mostrado desempeñar 
un papel funcional en determinados casos  [10]. Análisis realizados sobre el conjunto de UTRs de 
mamíferos  han  puesto  de  manifiesto  que diversos  elementos  repetitivos  son  más  frecuentes  en 
humanos que en roedores y que en otras especies de mamíferos [10]. Así mismo se ha encontrado 
que estos elementos son más abundantes en la región UTR 3´que en la 5´, posiblemente debido a la 
mayor longitud que suele mostrar la primera [10]. 
En las tablas 15 y 16 se muestran las secuencias repetitivas que pudieron identificarse mediante 
Repeatmasker en las UTRs 5´y 3´de lipocalinas humanas y de ratón respectivamente. Los elementos 
más  frecuentes  son  “SINE/ALU”  y  “STR”,  que  son  también  los  elementos  repetitivos  más 
frecuentes encontrados en las UTRs de mamíferos [10]. 
La observación de los datos de las tablas 15 y 16 nos indican que estos elementos parecen ser 
ligeramente más abundantes en las lipocalinas humanas que en las de ratón, para el caso de las 
UTRs 5´,  no obrservándose lo mismo para las UTRs 3´.  Por último dichos elementos no muestran 
mayor abundancia en las UTRs 3´que en las UTRs 5´, como sería de esperar. El hecho de que las 
longitudes de las UTRs 3´de lipocalinas sean por lo general menores que la longitud promedio del 
conjunto de UTRs 3´de mamíferos, podría ser la causa de esta diferencia.
Humano UTR 5´ UTR 3´
APO-D - exon 1: STR (CA)n,  9 a 43
- exon 3: SINE/ALU,   1 a 73 (*)
--
LCN12 - exón 2: SINE/ALU, 1 a 122  (*) -exón 2:  STR (CA)n, 138 a  300   
OMR2 - exón 1:  LTR/ERVL-MaLR,  1 a 50 --
Tabla 15.  Elementos repetitivos identificados mediante Repeatmasker en las UTRs de 
lipocalinas humanas. Se indica el exón de la UTR donde aparece dicho elemento, así como 
la posición que ocupa en el mismo. El asterisco (*) indica que la repetición ocupa la 
longitud total del exón.
Ratón UTR 5´ UTR 3´
APO-D --
-exón 1: SINE/ALU,   708 a  736 
-exón 1: STR (TTTG)n , 708 a 736    
-exón 1: LC (AT_rich), 1123 a 1146 
APO-M
-exón 1: SINE/ALU,  80 a 205
-exón 1: STR(GC)n ,  206 a 228
-exón 1: STR (A)n,  340 a 366 
--
3.4.-  Existencia de UTRs alternativas en lipocalinas
El análisis de los datos de las UTRs de lipocalinas muestra que existe cierto grado de variabilidad 
en la  expresión de las  mismas.   Observamos,  en la  figura 5,  que  siete  de las  once  lipocalinas 
estudiadas presentan UTRs 5´alternativas. Como puede comprobarse en dicha figura,  el número de 
UTRs 5´ alternativos  es mayor en las lipocalinas evolutivamente más antiguas (Apod-D, Ptgds, 
Rbp4), presentando la más ancestral (Apo-D) el mayor nivel de variabilidad en su UTR 5´.
Respecto a las UTRs 3´(figura 6) hay un menor número de lipocalinas (4 de las 11) que presentan 
formas alternativas, mostrando un número de variantes por lipocalina, por lo general menor, que en 
las correspondientes  UTRs 5´.   Así mismo comprobamos que se repite  el  patrón en el  que las 
lipocalinas más ancestrales son las que muestran mayor variabilidad  en esta región UTR 3´.
Por último podemos añadir que la observación de las gráficas 5 y 6 nos muestra una tendencia,  que 
nos permite comentar que el número de UTRs alternativas es algo mayor en humano que en ratón. 
Tabla 16.  Elementos repetitivos identificados mediante Repeatmasker en las UTRs de 
lipocalinas de ratón. Se indica el exón de la UTR donde aparece así como la posición que 
ocupan en el mismos. 
En las figuras 7 y 8 se han representado las longitudes de las UTRs 5´ y 3´de lipocalinas ortólogas 
de humano y ratón, que muestran variabilidad simultáneamente en las UTRs de ambas especies. En 
estas gráficas sólo se ha representado la longitud máxima y mínima de dichas UTRs alternativas. 
Figura 6: . Número de UTRs 3´alternativos para las diferentes 
lipocalinas. Se muestran los datos de humano (hum) junto a los 
de ratón  para cada caso
Figura 5: . Número de UTRs 5´alternativos para las 
diferentes lipocalinas. Se muestran los datos de humano (hum) 































































La única diferencia importante observable entre las dos especies es en el valor máximo de la UTR 5
´de Ptgds.
Figura 7. Longitud de las UTRs 5´de lipocalinas 
ortólogas entre humano y  ratón, que presentan 
variantes en las dos especies. Se muestra la longitud 
máxima y mínima de las alternativas existentes para 
cada especie.
Figura 8.  Longitud de las UTRs 3´de 
lipocalinas ortólogas entre humano y  ratón, 
que presentan variantes en las dos especies. Se 
muestra  la longitud máxima y mínima de las 













































































El   número  de  exones  que  constituyen  las  regiones  UTRs  5´y  3´  de  las  lipocalinas  aparece 
representado en las figuras 9 y 10 respectivamente. Observamos que para las UTRs 5´ el número de 
exones, como es lógico, es mayor en las lipocalinas con mayor número de UTRs 5´alternativas. 
Algunas lipocalinas como Apom y Lcn1 solo presentan un exón en su UTR 5´ y sin embargo 
muestran variabilidad en dicha UTR. Hemos de suponer como explicación la existencia de sitios de 
inicio de la transcripción alternativos.  Para el resto de las lipocalinas que muestran diversidad en 
las UTRs 5´, su origen podría explicarse por una combinación de sitios de inicio alternativos y 
mecanismos de splicing alternativo.  Esta cuestión se trata ampliamente en el siguiente apartado de 
esta tesis.
Figura 10: Número de exones presentes en las UTR 3´de las 
diferentes lipocalinas. Se muestran datos de humano junto a los 
de ratón para cada caso.
Figura 9: Número de exones presentes en las UTRs 5´ de 
las diferentes lipocalinas. Se muestran datos de humano 



























































Respecto al  origen de la  diversidad de UTRs 3´,  salvo para la  lipocalina Ptgds que presenta 2 
exones en esta región (ver figura 10) y esto permite la posibilidad de splicing alternativo, para el 
resto  de  lipocalinas  que  presentan  diversidad  en  esta  región  el  mecanismo de  corte  alternativo 
(debido a la existencia de señales de poliadenilación alternativas) es la causa más probable. 
3. 5.-  Organización genómica de las UTRs 5´ de lipocalinas que presentan formas alternativas 
y procesos responsables de su formación
3.5. 1.- ApoD
UTR 5´ de ApoD  en ratón
A partir  de  la  información  que  aportan  los  distintos  transcritos  alternativos  de  ApoD, 
deducimos que la organización genómica de la UTR-5´ de este gen quedaría como se observa en la 
figura 11. Existen 3 exones principales, que se extienden en una región de unos 3700 pb, estando el 
último “exón” del UTR-5´ transcrito en un exón común junto con el primer exón de la secuencia 
codificante.
Para poder explicar el origen de las UTRs 5´alternativas de esta lipocalina (A, B, C, D, E,  ver en 
figura 11 ) es necesario apelar a la existencia de al menos tres promotores alternativos. Así habría 
tres inicios de transcripción (flechas anguladas en figura11); uno que daría lugar al transcrito E, otro 
que daría lugar a los transcritos A y B y un tercero que daría lugar a los transcritos C y D. 
Con el  objeto  de  determinar  la  presencia  de  estos  hipotéticos  promotores  se  analizó  la  región 
genómica completa de 3700 nt del UTR-5´ más 2000 nt adicionales corriente arriba mediante NNPP 
(“Neural Network Promoter Prediction”).  La salida del programa se muestra en la tabla 17. 
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
                                                Promoter Sequence
      Start  End    Score
  180   230     0.96  cacactgaactttaaagggtgggtggcatagagtatatgcattctactgc....P3
 2169  2219    0.96  tgggagcctataaagtgacttgggagaagccacacacctcacttggagga....P2 
 4318  4368    0.93  ggcaaggaggcacaaaaggggaacagagggaaggcaagtcagggagaaag....P1?
 5169  5219    0.85  aatggcaaggataaaatgtgaggctctggggagccttccctgatggacac....P1?
Figura 11. Organización genómica de la UTR 5´de Apo-D de ratón (arriba) y diferentes UTR 5
´alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posición de los promotores 
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripción alternativos. Se 
indica con números el tamaño de exones e intrones de esta región UTR 5´. En marrón el primer 
exón de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5´.
Tabla17. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 2000 nt corriente 
arriba) de Apo-D de ratón.
En esta predicción aparece una posible región promotora que se encuentra dentro del E1 (indicado 
como P2 en la tabla 1), cuyo inicio de transcripción coincide con el inicio del primer exón de los 
transcritos  A y  B.  Respecto  a  los  transcritos  C  y  D  podrían  originarse  a  partir  del  inicio  de 
transcripción dependiente de una región promotora alternativa corriente arriba, tal como la predicha 
por  NNPP (indicada  como  P3).  Finalmente  para  explicar  la  formación  del  transcrito  E  sería 
necesaria la presencia de una región promotora adicional. Como observamos en la predicción de 
NNPP hay dos potenciales promotores (P1), dentro del segundo intrón de la región UTR-5´,  que 
podrían explicar el origen de transcripción del exón E3´ de este transcrito.
Además de las evidencias de inicios de transcripción alternativos hemos de encontrar evidencias de 
los mecanismos de splicing necesarios para explicar el origen de las diversas variantes de la UTR 5
´. Así en la formación del transcrito B intervendría la retención del primer intrón, que daría lugar al 
exón que llamamos “E1-2”. Respecto a la formación del transcrito D, este se produciría por la 
omisión (exon skipping) del E2.
 Los resultados de la predicción de exones de esta región genómica con ExoScan pueden verse en la 
tabla 18. Observamos que el programa predice la expresión de los exones E1, E2 y E3 pero no la 
del exón  E1-2, exón que resultaría de la retención del primer intrón. Esto apoya la idea de que el 
E1-2 sería un exón alternativo que se expresaría en unas condiciones específicas, en las que el 
espliceosoma no  eliminaría el correspondiente intrón. El hecho de que el intrón a retener sea corto 
(tan solo 87 nucleótidos) es un factor favorable a que pueda sufrir retención por el espliceosoma 
[11].  Además  ExonScan predice la presencia de un exón adicional desconocido ( indicado con “?” 
en tabla 2) que estaría situado entre los exones E2 y E3.
ExonScan results page
Predicted exons:
  Begin  -   End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
  ---------------------------------------------  Exón de 5´UTR
    27  -   253 ( 106  102   9 -21   9   205).......Exón1
   337  -   406 (  88  110  11   0  18   227).......Exón2
  3253  -  3446 (  77   63  47  -2   9   194).......  ? 
    3640  -  3790 (  97   91  18   6   3   215).......Exón 3 + CDS
Para explicar la omisión (exon skipping) del E2  del transcrito D, dado que dicho exón se expresaría 
Tabla 18. Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Apo-D de ratón
según  la  predicción  de  ExonScan,  hemos  de  suponer  la  presencia  de  señales  inhibidoras 
desconocidas  o  la  presencia  de  los  adecuados  factores  de  la  maquinaria  del  espliceosoma  que 
omitiría dicho exón de la UTR 5´de Apo-D de ratón. Las predicciones de ASSP sobre los sitios de 
splicing se muestran en la tabla 19. Esperaríamos que el sitio donador del primer exón (E1) fuese 
constitutivo,  ya  que  se  expresa  en  tres  de  los  cinco  transcritos,  sin  embargo  aparece  como 
inclasificable, quizás esto esté relacionado con los mecanismos que permiten la omisión del intrón 
contiguo  (intrón  1)  en  el  transcrito  B.  El  sitio  aceptor  del  tercer  exón  (E3)  si  aparece  como 
constitutivo lo cual es de esperar en un exón que podemos clasificar de constitutivo ya que aparece 
en cuatro de los cinco transcritos. Respecto al exón E2 que podemos considerar más alternativo, si 
muestra al menos su sitio aceptor como alternativo o críptico. Por último comprobamos que los 
sitios de splicing del exón adicional desconocido, predicho por ExonScan,  son identificados por 
ASSP como sitios alternativos/crípticos.
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 253  Donador sin clasificar --
E2 341 Aceptor 
alternativo/criptico
0.127
E2 406 Donador constitutivo 0.605
? 3253 Aceptor 
alternativo/criptico
0.911
? 3446 Donador 
alternativo/criptico
0.414
E3 1463 Aceptor constitutivo 0.598
UTR 5´ de ApoD en humano
A  partir  de  la  información  de  los  distintos  transcritos  encontrados  para  ApoD  humana,  la 
organización genómica de la UTR 5´ de este gen quedaría como se observa en la figura 12. Existen 
4 exones, que se extienden en una región de 4740 pb, estando el  último “exón” de la UTR 5´ 
incluido en un exón conjunto con el primer exón de la secuencia codificante.
Tabla 19. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5
´de Apo-D de ratón
Podemos observar (Fig.12) que el  primer exón (E1) en los diversos transcritos posee diferentes 
tamaños.  Serían  necesarios  pues  tres  inicios  de  transcripción  alternativos,  por  lo  tanto  tres 
promotores, para explicar estas diferencias. Además hemos de apelar a diferentes mecanismos de 
splicing alternativo para explicar  la  presencia  de los  exones E2 y E3 en los  transcritos  A y B 
respectivamente.
Figura 12. Organización genómica de la UTR 5´de Apo-D humana (arriba) y diferentes 
UTR 5´alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posición de 
los promotores alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de 
transcripción alternativos. Se indica con números el tamaño de exones e intrones de esta 
región UTR 5´. En marrón el primer exón de la secuencia codificante, resto de colores 
exones de la UTR 5´.
 Se tomó la región genómica del UTR-5´más 2000 nt adicionales corriente arriba. Se analizó dicha 
región con NNPP y el programa encontró tres potenciales promotores en las regiones indicadas en 
la tabla 20.
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
   
   Start   End    Score                Promoter Sequence
    937   987    0.98    caggataatgtataaataaaggagagaatttcaggtaaagatataatgaa: ....P3
   1529  1579    0.95    ctgcaagggtcataaaagggacagagaacagagcgacagaagatgtcttc: ....P2
   2228  2278    0.98    aagaagcttataaaatagcttgggagaggccagtcaccaagacaggcat ......P1 *
De manera que de ser correcta esta predicción, podríamos explicar la aparición de transcritos con un 
exón E1 de diferentes tamaños (A, B y C), al utilizarse diferentes orígenes de transcripción (ver Fig. 
2).
Se da la circunstancia de que en el mismo exón E1 se encuentra la región promotora, que podemos 
considerar región promotora canónica para  ApoD humana, la cual es correctamente predicha por 
NNPP (promotor 1, P1 en figura 2).
Por otra parte cada transcrito alternativo sufre un splicing diferente, de forma que los transcritos A y 
B incluyen un exón intermedio, E2 o E3, de forma excluyente y finalmente empalman con E4. Los 
otros transcritos C y D sufren un splicing que empalma directamente su primer exón con el E4. De 
esta situación podemos deducir que los exones E1 y E4 son constitutivos, ya que se expresan en 
todas las variantes, mientras que E2 y E3 son alternativos. 
Se sometió la región genómica de UTR-5´de Apo-D humana al análisis con ExonScan, al igual que 
con ratón. Los resultados de su predicción pueden verse en la tabla 21. Observamos que predice los 
exones E1, E2 y E4, pero no E3. Además se predice la presencia de un posible exón adicional 
desconocido ( indicado con “?” en tabla 21) que estaría situado entre los exones E1 y E2.
Tabla 20. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 2000 nt corriente 
arriba) de Apo-D humana.
ExonScan results page
Predicted exons:
 Begin -    End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
----------------------------------------------        Exón de 5´UTR
   147 -    327 (  82   98  43 -19  12   216)--------- Exón 1
   413 -    493 (  83  102  22  -5   0   202)---------   ?
  1003 -   1138 (  58   91  36   4  12   201)--------- Exón 2
  4710 -   4789 ( 101   65  14   3   9   192)--------- Exón 4 + CDS
Dado que la predicción no muestra a E3 como un exon probable hemos de suponer que dicho exón 
debe  poseer  sitios  de  splicing  alternativos,   de  forma  que  solo  en  ciertas  condiciones,  con  la 
presencia de los factores adecuados,  tenga lugar  su expresión en la UTR 5´.  Respecto al E2, 
puesto que si  parece poseer sitios de splicing fácilmente reconocibles,  su falta  de expresión es 
probablemente causada por señales inhibidoras, como los elementos silenciadores intrónicos (ISS, 
no considerados por ExonScan). Su presencia en la variante B sería posible en presencia de cierto 
factor que bloquee esta inhibición del spliceosoma.
Tras someter a la región genómica de la UTR 5´de Apo-D humana al análisis de predicción de sitios 
de splicing con  ASSP se obtuvieron los resultados de la tabla 22. 
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 328 Donador constitutivo 0.847
E2 1000 Aceptor alternativo/criptico 0.884
E2 1136 Donador alternativo 0.329
E3 1463 Aceptor alternativo/criptico 0.883
E3 1580 Donador alternativo 0.542
E4 4700 Aceptor alternativo/criptico 0.804
Tabla 21.  Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Apo-D humana.
Tabla 22. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5´de Apo-D 
humana
Los resultados muestran el sitio donador del primer exón, como es de esperar,  es clasificado como 
constitutivo. Observamos por otra parte que los sitios aceptores/donadores de los exones E2 y E3 
son clasificados de alternativos. Esto estaría en consonancia con que su inclusión o no pueda estar 
sometida a regulación en el splicing alternativo, como ya hemos comentado previamente.
3.5.2.-  PTGDS
UTR 5´ de Ptgds en humano
La organización genómica de la UTR 5´de Ptgds de humano, tal como se deduce de las diferentes 
alternativas, es la que se muestra en la figura 3. Para poder explicar el origen de las diferentes 
alternativas  (ver  figura  13)  son  necesarios  dos  orígenes  de  transcripción.  Uno daría  lugar  a  la 
alternativa “C” y el otro a las alternativas “G” y “J”.
Figura 13.  Organización genómica de la UTR 5´de Ptgds humana (arriba) y diferentes UTR 5
´alternativos expresados (abajo). P1, P2 (?) (flechas rojas) indican la posición de los promotores 
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripción alternativos. Se indica 
con números el tamaño de exones e intrones de esta región UTR 5´. En marrón el primer exón de la 
secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5´.
La predicción de regiones promotoras con NNPP ofrece los resultados de la tabla 23. 
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
 Start   End    Score                             Promoter Sequence
  2640  2690    0.89       ctgccccgggccacccgccaccacaccccagagcttgctcaccaccggga …....P ?
  4111  4161    0.91       cagcccctgccctatcagggccgctgggttggtgggccctgccagcagga.….....P2 ?
  4257  4307    0.96       caggcctcttgcataagcgccctgtgggggacgaggctgcagctgtgcct.…......P2 ?
 4371  4421     0.98       aagcctggcccataaataggggtctcctcagtgccctccgctcctcctgc.….........P1 
Se observa que hay varios posibles promotores. El promotor P1 ( ver en tabla 23 y en figura 13) es 
el candidato más favorable para dar lugar al inicio de transcripción que forma la variante “C”, ya 
que dicho inicio de transcripción coincide con el extremo 5´del exón E3 de la UTR 5´. El resto de 
promotores (indicados con “P ?”, ver tabla 23) serían de función desconocida o falsos positivos. Los 
resultados  muestran  que  en  la  región  estudiada  no  aparece  un  promotor  alternativo  que  pueda 
explicar el inicio de transcricpción que origina las variantes “G” y “J”. Puede que este promotor se 
encuentre en una región corriente arriba del extremo 5´de la UTR 5´ mayor de 2000 nt, lo que no es 
descartable, ya que se han encontrado promotores alternativos en genes humanos a unos 100 Kb 
corriente arriba de la región codificante [12].
La  predicción  realizada  por  Exonscan,  sobre  la  región  UTR  5´de  Ptgds  humana,   ofrece  los 
resultados de la tabla 24 Como puede observarse solo predice el exón E2.
ExonScan results page
Predicted exons:
 Begin -    End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
----------------------------------------------------    Exón de UTR 5´
   302    -    382 (  63   66   30    6     27    192)--------- -------E2 
Tabla 23. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 
2000 nt corriente arriba) de Ptgds humana.
Tabla 24.  Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Ptgds 
humana.
Se  repitió  el  análisis  de  esta  región  UTR 5´  con  ExonScan,  pero  excluyendo  la  detección  de 
elementos ESE y ESS y el resultado fué negativo, no se predijo ningún exón. De este resultado 
deducimos que los pares  aceptores/donadores  de splicing deben de ser débiles  para los exones 
presentes esta región UTR 5´.
Se sometió al análisis con ASSP esta región genómica y los resultados se muestran en la tabla 25. 
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 162 Donador constitutivo 0.528
E2 301 No clasificado 0.000
E2 385 Donador alternativo 0.183
E3 1454 Aceptor alternativo 0.877
E4´ 2455 - -
Comprobamos que, a excepción del sitio donador del primer exón, los sitios de splicing del resto de 
los exones son propuestos como sitios alternativos, no clasificados o incluso uno de estos sitios no 
es  detectado  (sitio  aceptor  de  E4´).  Estos  resultados  nos  sugieren  la  existencia  de  señales 
reguladoras de splicing, que en presencia de los oportunos factores reguladores,  podrían modificar 
la afinidad del spliceosoma por estos sitios y producir la combinación necesaria de exones que 
aparecen en las formas alternativas “G y J” de esta UTR 5´. En la variante “J” estaría teniendo lugar 
la retención del intrón número 3.
3.5.3.-  RBP4
UTR 5´ de RBP4 en humano
La organización genómica de la UTR 5´de Rbp4 de humano se muestra en la figura 14. Para que 
puedan originarse estas tres variantes es necesario la existencia de tres promotores alternativos.La 
predicción de promotores de NNPP puede observarse en la tabla 26. Comprobamos que existen 
suficientes promotores en las posiciones esperadas para que se originen  cada una de las variantes. 
Tabla 25. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5´de Ptgds 
humana
En la tabla 26 se muestra, los que,  por su localización,  serían los candidatos más probables para el 
origen de las variantes (P1: variante D, P2 variante D(2) y P3 variante B).
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
Start   End    Score                Promoter Sequence
  893   943    0.87    ccagggtgcatagatatataccccatagggtcctgcaggagacgatctga...P3?
  973  1023    0.99    cacagtcttctataaaactggcccaatcagaagatttcctagtcagcttg...P3?
 1811  1861    0.83    tttctggagaatatttaacagggagggttttaacgcttttaaagatgttg...P2
 2384  2434    0.97    accccctccccccggcgctataaagcagcggggcggccgcggcgcgctcg...P1?
 2393  2443    1.00    ccccggcgctataaagcagcggggcggccgcggcgcgctcgcctccctcg...P1?
Tabla 26. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 2000 nt corriente 
arriba) de Apo-D de ratón.
Figura 14.  Organización genómica de la UTR 5´de Rbp4 humana (arriba) y diferentes UTR 5
´alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posición de los promotores 
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripción alternativos. Se 
indica con números el tamaño de exones e intrones de esta región UTR 5´. En marrón el primer exón 
de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5´.
La predicción de exones de ExonScan se muestra en la tabla 27. Son predichos el primer y último 
exon de la UTR 5´de esta lipocalina. Dado que el exón E2 se expresaría como un primer exón, por 
la utilización de uno de los promotores alternativos de esta región,  es lógico que ExonScan no 
pueda detectarlo ya que no dependería de la existencia de un sitio aceptor. De ser así esperaríamos 
que las predicciones de ASSP no detectasen ningún sitio aceptor en la posición requerida y este es el 
resultado que se obtiene al aplicarlas a la región genómica de la UTR 5´ (ver tabla 28). Por el 
contrario si es detectado el sitio donador de este exón, que es propuesto por ASSP como “donador 
constitutivo”. Así mismo el sitio aceptor de E3 también es detectado y clasificado como aceptor 
constitutivo.
ExonScan results page
                                                              Predicted exons:
     Begin -   End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
   ----------------------------------------------  Exón de UTR 5´
               97   -      306   (  83       109    0     -11  12      193 ).................................E1
             620   -      752    ( 70         55  61        3  42      231)..............................E3 + CDS
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 304 Donador constitutivo 0.846
E2 493 Donador constitutivo 0.287
E3 620 Aceptor constitutivo 0.919
Dado que el sitio aceptor del exón E2 parece ser débil, esto explicaría porqué en la variante B dicho 
exón es omitido por la maquinaria de splicing. 
Tabla 27.  Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Rbp4 humana.
Tabla 28. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5´de Rbp4 
humana
UTR 5´ de RBP4 en ratón
La región genómica de la UTR 5´ de esta lipocalina contiene al menos tres exones (ver figura 15). 
Para explicar el origen de las tres variantes ( A, C y D) es necesario recurrir a la presencia de al 
menos tres promotores. Un primer promotor (ver figura 15) originaría la variante “C”, un segundo, 
más corriente arriba,  originaría la variante “D” y un tercero más corriente arriba aún daría lugar a la 
variante “A”.
La  predicción  de  NNPP sobre  esta  región  genómica  más  2000  nt  corriente  arriba  ofrece  los 
resultados de la tabla 29. En dicha tabla se indican, según su localización, a que promotores darían 
lugar cada uno de ellos con mayor probabilidad (ver los correspondientes inicios de transcripción en 
figura 15)
Figura 15.  Organización genómica de la UTR 5´de Rbp4 de ratón (arriba) y diferentes UTR 5
´alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posición de los promotores 
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripción alternativos. Se 
indica con números el tamaño de exones e intrones de esta región UTR 5´. En marrón el primer exón 
de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5´.
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
 Start  End    Score                Promoter Sequence
 1752  1802    0.80    ggcttagaaataaaaatgcatggtaaacacttggcaattatgtttttcag....P3?
 1894  1944    0.83    tttctagagaatatttaacagggagcggtttagtccttctaaagatgatg....P3?
 1945  1995    0.89    aatgaaagaataaatattgacccaaacagcaccacaactcatcaaagagt....P3?
 2011  2061    0.84    caaagggggaaaaaaaaacagccaaaatatgccaaaaagcttctcacaac....P2
 2487  2537    1.00    cccccggagctataaaggaccgacggccgctcggctccgtcgctccacgc....P1
La predicción de exones de esta región UTR 5´con ExonScan (ver tabla 30) solo puede detectar el 
exón  E3 + CDS. La predicción de sitios de splicing de ASSP ofrece resultados semejantes a los de 
RBP4 humana (ver tabla 31). De tal forma que al ser el sitio aceptor de E2 débil esto explicaría su 
omisión en la variante A, tal como ocurre en humano.
ExonScan results page
Predicted exons:
 Begin -    End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
----------------------------------------------------    Exón de UTR 5´
  675    -    761 ( 110   77    1    -5     36   219) ----------------E3+CDS 
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 162 Donador alternativo 0,416
E2 564 Donador constitutivo 0,816
E3 674 Aceptor constitutivo 0,845
Tabla 29. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 2000 nt corriente 
arriba) de Rbp4 de ratón.
Tabla 30.  Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Rbp4 
de ratón
Tabla 31. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5´de Rbp4 de 
ratón
3.5.4.-  LCN12
UTR 5´de Lcn12 Humana
La organización genómica de la UTR 5´de Lcn12 humana se muestra en la figura 16. Para explicar 
el origen de las variantes de esta UTR 5´es necesario que existan dos promotores. La predicción de 
NNPP (ver tabla 32) indica que hay tres posibles promotores en esta región genómica  (UTR 5´+ 
2000 nt corriente arriba). Dos de ellos están en las posiciones adecuadas para originar las dos UTR 
5´alternativas (P1 daria lugar a la variante “B” y el P2 a la “C”).
Figura 16.  Organización genómica de la UTR 5´de Lcn12 humana (arriba) y diferentes UTR 5
´alternativos expresados (abajo). P1 y P2 (flechas rojas) indican la posición de los promotores 
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripción alternativos. Se indica 
con números el tamaño de exones e intrones de esta región UTR 5´. En marrón el primer exón de la 
secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5´.
E3´
Neural Network Promoter Prediction  NNPP version 2.2
 Start   End   Score                Promoter Sequence
  930   980    0.90    ggcttacgcctataatcccagcactttgggaggctgaggcgggtggatca...P2
 3010  3060    0.81    agtgccctgcgataagacgggctccgggaggggtgcctgctgcgctgaga...P?
 4091  4141    1.00    gagactgcgtttaaaatgccccagctgtcctcaccaggttgcctgggtgc...P1
La predicción de exones con ExonScan (ver tabla 33) no es capaz de detectar los exones de la UTR 
5´esperados. El resultado del análisis revela sin embargo la posible presencia de exones alternativos 
desconocidos, en las posiciones que se indican en la tabla 33.
ExonScan results page
Predicted exons:
 Begin  -    End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
----------------------------------------------                Exón de UTR 5´
317    -    448 ( 89   76  21   2  33   221).....exón al 3´de E1(en intrón 1 de UTR 5´)
2376   -   2574 ( 52   85  50   2  42   231).....exón al 5´de E3 (en intrón 2 de UTR 5´)
El análisis con ASSP de los sitios de splicing para la UTR 5´ se muestra en la  tabla 34. Observamos 
que el sitio donador del primer exón es detectado, pero no puede ser clasificado. Respecto a los 
sitios aceptores y donadores de los otros exones no son detectados. Sin embargo si son detectados 
por ASSP  los sitios de splicing de los exones desconocidos, propuestos por ExonScan. 
Tabla 32. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la región genómica UTR 5´(+ 2000 nt corriente 
arriba) de Lcn12 humana.
Tabla 33.  Resultados de ExonScan para la región genómica de la UTR 5´ de Lcn12 humana
Exón Posición Sitio splicing Confidencia
E1 118 Donador sin clasificar 0.000
E? (1) 317 Aceptor constitutivo 0.301
E? (1) 448 Donador alternativo 0.285
E? (2) 2376 Aceptor constitutivo 0.536
E? (2) 2574 Donador constitutivo 0.924
Estos resultados probablemente nos estén indicando que la región UTR 5´de Lcn12 humana quizas 
sea más compleja aún de lo que conocemos. Por una parte los exones expresados en la UTR 5
´quizás  tengan  sitios  de  splicing  extraños  (crípticos),  indetectables  para  la  herramienta   de 
predicción usada, por otra puede que existan exones alternativos adicionales, como los detectados 
por ExonScan.
3.5.5.-  Ausencia de exones alternativos en las UTRs 5´de lipocalinas que muestran nula o escasa 
variabilidad 
Las  lipocalinas  que  no  presentan  formas  alternativas  en  su  UTR 5´  o  aquellas  que  las 
presentan,  pero que solo dependen de la  existencia  de  promotores  alternativos  y no de exones 
alternativos,  fueron  analizadas  con  ExonScan  para  comprobar  la  posible  presencia  de  posibles 
exones desconocidos en la UTR 5´. Dado que la región UTR 5´de estas lipocalinas suele ser corta se 
añadiéron  2000 nucleótidos corriente arriba de la misma.
El resultado de los análisis de predicción con ExonScan de todas estas lipocalinas ofreció resultados 
negativos, no pudo detectarse ningún exón en ninguna de ellas. Estos resultados son los esperables 
por las evidencias  que disponemos de la ausencia o escasez de diversidad en las UTRs 5´ de estas 
lipocalinas.
Tabla 34. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5´de 
Lcn12 humana
4. - Discusión
Los resultados obtenidos muestran que las UTRs 5´de las lipocalinas muestran valores de longitud y 
composición en G+C que se encuentran en consonancia con los valores medios de la globalidad de 
las UTRs 5´de mamíferos. Sin embargo las UTRs 3´de esta familia de proteínas muestran tener una 
longitud menor y, por otra parte  un contenido en G+C  claramente superior,  que la media de la 
globalidad de UTRs 3´de mamíferos.
Si la causa del pequeño tamaño de las UTRs 3´ y de su elevado G+C en lipocalinas de mamíferos 
fuese la restricción genómica, como ya se ha comentado previamente, debería de haber una buena 
correlación entre el G+C de las UTRs y el G+C3 de la secuencia codificante correspondiente (ya 
que este está relacionado con el G+C de la región genómica donde se ubica). Se determinó el G+C3 
de las secuencias codificantes de cada una de las lipocalinas humanas en estudio y se obtuvo la 
correlación de este con el  G+C de sus correspondientes UTRs 5´y 3´.  Como se observa en las 
gráficas (ver figura 17) se obtiene una buena correlación entre el G+C3 y el G+C de las UTR 5´ (R= 
0.832;  P= 0.001) y baja y no significativa con el G+C de las UTR 3´ (R= 0.159; P= 0.225).  
Esta falta de correlación  para las UTRs 3´, demuestra que estas no reflejan el contenido G+C de la 
región genómica donde se ubican. Esto podría ser consecuencia de algún mecanismo de adaptación 
relacionado con las necesidades de regulación de la expresión génica propia de  lipocalinas. Es 
conocido que los micro ARN (miARN) actúan principalmente en las regiones UTRs 3´ y ejercen 
generalmente una acción de inhibición de la expresión génica. Las características de las UTRs 3´ de 
lipocalinas podrían entonces ser una respuesta de adaptación para evitar la acción de estos miARN, 
ya que hay evidencia experimental de que a más cortas UTR 3´ menor probabilidad de existencia de 
dianas de miARN [13]. Así mismo hay evidencias de que un mayor G+C en la UTR3´ da como 
resultado una menor accesibilidad a esas dianas de miRNA, al formarse estructuras secundarias más 
estables en dicha región [14]. El estudio de las dianas de miARN en estas regiones UTRs 3´ se 
aborda en un apartado posterior de esta tesis.
Respecto  a  la  variabilidad  de  las  regiones  UTRs,  los  resultados  obtenidos  muestran  que  las 
lipocalinas de mamíferos poseen un mayor número de UTRs alternativos en su extremo 5´ que en el 
3´ y que esto debe estar relacionado con el mayor número de exones presentes en estas regiones. 
Estos resultados obtenidos para las UTRs de lipocalinas de mamíferos están en concordancia con 
los resultados de diferentes estudios. En uno de estos estudios se ha encontrado que el porcentaje de 
UTRs 5´que presentan dos exones o más es del 28% para humanos  y 26% para roedores, mientras 
que para las UTR 3´este valor ronda solo el 8% para ambas especies [10]. Por lo tanto hay una 
mayor oportunidad para originar variabilidad en las UTRs 5´que en la UTRs 3´. 
El uso de exones alternativos en la región UTR 3´ parece ser algo poco frecuente y suele estar 
relacionada  con  el  mecanismo  de  NMD  (nonsense  mediated  degradation)[15].  Esto  es  lo  que 
observamos en las UTRs 3´de lipocalinas de mamíferos,  ya que salvo en el  caso de Ptgds que 
presenta  2  exones,  para  las  demás  lipocalinas  que  muestran  variaciones  en  dicha  región,  el 
mecanismo de corte alternativo es el único origen posible. Dicho mecanismo  está  por lo general 
relacionado con sitios de poliadenilación alternativos, la presencia de los cuales será abordado en un 
apartado posterior de esta tesis.
Los  datos  obtenidos  además  parecen  indicar  que  existe  una  mayor  variabilidad  en  las  UTRs 
(analizando conjuntamente las regiones 5´y 3´) de lipocalinas humanas que en las de ratón, hecho 
que está en concordancia con resultados previamente obtenidos  para la globalidad de las UTRs de 
mamíferos [10]. Esta circunstancia nos indica una mayor necesidad de regulación de la expresión de 
determinadas proteínas en humano, que sus correspondientes en roedores, entre las cuales estarían 
Figura 17:  Relación entre el GC
3
 de la zona codificante y el contenido en GC de la UTR 5´ y de 
la UTR 3´de las lipocalinas humanas. Línea roja regresión, líneas azules intervalo de confianza 
del 95%.
incluidas las lipocalinas.
La variabilidad en las UTRs, tanto en las 5´como en las 3´,  es mayor en las lipocalinas que desde 
un punto de vista evolutivo son  más antiguas (esto se constata para las dos especies: humano y 
ratón). Este resultado es esperable si consideramos que dichas lipocalinas ancestrales tienen una 
función más diversa frente  a  las  más  recientes,  con funciones  más específicas,  necesitando las 
primeras de una mayor regulación de su expresión.
El estudio de elementos repetitivos en las UTRs de lipocalinas revela que estos se presentan en 
algunas  de  ellas,  especialmente  en  sus  UTRs  5´,  estando  presentes  en  algunos  de  sus  exones 
alternativos,  pero  no  en  los  otros  (ver  tablas  15  y  16).  En  el  caso  de  la  UTR  5´de  Apo-D 
encontramos elementos repetitivos en dos de sus exones alternativos, pero son de distinta naturaleza 
(ver tabla 15). Estos resultados están en consonancia con un papel regulador de los elementos en 
cuestión ya que se presentarán en las UTRs alternativas que expresan los citados exones, pero no en 
las otras. 
Dentro de los diferentes elementos repetitivos, las STRs,  se han mostrado especialmente relevantes 
en la  regulación de la  transcripción o de la  traducción y en concreto las  STRs de excepcional 
longitud, que parecen ser elementos reguladores específicos de primates [20]. Una de estas largas 
STR se encuentra en la UTR 5´de Apo-D (ver tabla 15), dicha STR  ha sido detectada, con diferente 
metodología a la utilizada en esta tesis,  en un estudio realizado a escala genómica. Se trata de una 
STR específica de primates y, debido a la implicación de Apo-D en la regeneración neuronal, es 
propuesta como un elemento que ha contribuido a la divergencia de primates y no primates [20]. De 
los resultados de esta tesis se desprende además que solo la UTR 5´alternativa “d” expresaría el 
exón  1  completo  (ver  figura  12),  que  es  el  que  posee  en  su  extremo 5´  la  STR mencionada, 
pudiendo ejercerse así una regulación específica por la citada UTR 5´alternativa.
Otro aspecto a destacar de los elementos repetitivos es la presencia de elementos SINE/ALU en las 
UTRs 5´de Apo-D y Lcn12 humanas (ver tabla 15), que constituyen  exones completos de estas 
regiones, por lo que se pone de manifiesto su papel como fuente de variación en dichas regiones 
genómicas.
Del análisis realizado sobre la organización genómica y los mecanismos de splicing de las regiones 
UTRs  5´  de  las  lipocalinas,  que  muestran  formas  alternativas,  podemos  comentar  que  las 
predicciones  realizadas  ofrecen  en  gran  medida  un  respaldo  a  las  hipótesis  propuestas.   La 
predicción de promotores ofrece resultados que están, en todos los casos, en consonancia con los 
promotores  esperados  para  poder  explicar  el  origen  de  transcripción  de  las  diferentes  UTR  5
´alternativas. La predicción de exones de la UTRs 5´ por ExonScan, si bien se ajusta  a lo esperado 
en  las  UTRs 5´de  Apo-D y  Rbp4,  en  otros  casos,  como Ptgds  y  Lcn12  humanas  solo  ofrece 
resultados incompletos.  A pesar de que ExonScan realiza una predicción global incluyendo, además 
de los sitios de splicing otros elementos reguladores [6], la regulación del splicing alternativo es un 
fenómeno complejo en la  que intervienen un conjunto de señales  y  factores,  que  comienzan a 
dilucidarse [16, 17 y 18],  pero aún no del todo conocidos. Esta puede ser la causa de que esta 
herramienta predictiva sea incapaz de predecir toda la estructura exón/intrón de las diferentes UTR 
5´. 
Hemos  de  comentar,  en  relación  a  la  capacidad  predictiva  de  ExonScan,  que  este  algoritmo 
reconoce el primer exón de la UTR 5´en varios de los casos estudiados (Apo-D humana y de ratón y 
Rbp4 humana), pero si bien predice correctamente el extremo 3´del exón (sitio donador) no acierta 
a predecir correctamente el extremo 5´del mismo. Esto es debido a que el reconocimiento del sitio 
de  inicio del primer exón no está determinado por un lugar de splicing (sitio aceptor), como ocurre 
en  los  exones  interiores,  sino  que  depende  de  otros  factores  de  la  maquinaria  de  inicio  de 
transcripción  [19],  no  tenidos  en  cuenta  por  esta  herramienta  de  predicción.  El  hecho  de  que 
ExonScan prediga correctamente el extremo 3´del primer exón y que en la mayoría de estos casos 
ASSP  identifique  estos  mismos  sitios  como  donadores  constitutivos  nos  permite  asegurar  la 
veracidad de estos primeros exones de las UTRs 5´ con un mayor nivel de confianza.  
Un último aspecto a  discutir  en relación con las predicciones de ExonScan es la  veracidad de 
algunos de los exones desconocidos predichos por dicha herramienta en las regiones UTRs 5´de las 
lipocalinas Apo-D (humana y de ratón) y en Lcn12 humana. El hecho de que ExonScan prediga de 
forma correcta, una fracción considerable de los exones en las UTRs 5´de lipocalinas que  muestran 
variabilidad en dicha región y sin embargo no detecte ninguno en las UTRs 5´de las lipocalinas que 
no muestran dicha variabilidad, es un argumento a favor para considerar que al menos algunos de 
los nuevos exones alternativos detectados por ExonScan podrían ser correctos.
 Las predicciones de sitios de splicing realizadas con ASSP ofrecen, en la mayoría de los casos aquí 
estudiados, y más allá de la cuestión del primer exón ya comentada,   resultados coherentes con el 
tipo de regulación del splicing que parecen estar sufriendo estas regiones genómicas. De forma que 
la  mayoría  de los  exones  que son expresados  de forma alternativa,  muestran  sitios  de  splicing 
(donadores, aceptores o ambos) que son identificados por ASSP como alternativos o crípticos y en 
menor número de casos no son detectados.
Podemos concluir diciendo que la organización genómica de la región UTR 5´de las lipocalinas que 
muestran formas alternativas es de cierta complejidad. Los mecanismos que originan las diferentes 
formas  de  UTR  5´  resultan  de  una  combinación  de  promotores  alternativos  junto  a  splicing 
alternativo  (barajado de  exones,  omisión  de  exón  y  retención  de  intrón,  entre  otros).  En estos 
mecanismos  parece  existir  una  fina  regulación  del  splicing  debida  a  la  existencia  de  ciertos 
elementos reguladores que modifican la afinidad del espliceosoma, bien aumentando esta afinidad 
por  sitios  de  splicing  alternativos  (débiles)  o  reduciéndola  para  sitios  de  splicing  constitutivos 
(fuertes).  La presencia o ausencia de los oportunos factores reguladores de los promotores y del 
splicing,  en  ciertos  tipos  celulares  o  condiciones  fisiológicas  dadas,   estaría  dando  lugar  a  la 
expresión de diferentes UTRs 5´,  según las necesidades.
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II
ENSAYOS EXPERIMENTALES CON APO-D DE RATÓN
1. - Objetivo del capítulo
Con el objeto de confirmar la expresión en las células de las UTRs 5´alternativas de lipocalinas 
consideradas en esta tesis se procedió a realizar algunos ensayos experimentales.  Se utilizó como 
modelo de lipocalina Apo-D de ratón, ya que es la lipocalina que muestra la mayor variabilidad en 
su UTR 5´ y dado que se disponía de muestras de tejidos de esta especie. Se realizaron ensayos de 
PCR con transcriptasa  inversa  (RT-PCR) sobre  muestras  de  diferentes  tejidos,   con  la  idea  de 
detectar la presencia de estos transcritos y comprobar si existen patrones de expresión diferentes 
entre los diferentes tejidos. De forma complementaria se realizaron algunos ensayos de RT-PCR en 
tiempo real o cuantitativa (Q-RT-PCR). 
2. - Material y Métodos
2.1. - Preparación de muestras de ADNc y ADNg
Los tejidos de ratón elegidos para este análisis de PCR son los que se muestran en la tabla 1. Para 
obtener  el  ADNc  se  extrajo  el  ARN,  de  los  diferentes  tejidos  homogeneizados,  con  TRIzol 
(Invitrogen), siguiendo el protocolo de la casa comercial,  y el ARN total (1ug) fué retrotranscrito 






Cb-P10 Cerebelo día 10 posnatal
Cb-6M Cerebelo de 6 meses posnatal
Cb-6M-PQ  “                  “              “ tratado con paraquat
E13.5 Head Cerebro de día 13,5 de gestación
Para  obtener  el  ADN  genómico  (ADNg)  se  utilizó  también  TRIzol.  Se  partió  de  la  fase  de 
Tabla 1. Tejidos sobre los que se llevó a cabo el ensayo de RT-PCR
separación del homogeneizado de tejidos,  paso común a la extracción del ARN,  y se aplicó el 
protocolo de la casa comercial para aislar ADN.
2.2. - Selección de primers
Los  primers  fueron  diseñados  con  la  aplicación  Primer-BLAST (NCBI)  [1].  Se  utilizaron  los 
parámetros por defecto, salvo leves modificaciones para adaptarse a las necesidades específicas de 
nuestra amplificación:
– PCR product size:  min: 90 -  max: 110
– Organism: Mus musculus
– Primer GC content: min: 40,0 - max: 80,0
Los primers elegidos se muestran en la tabla 2. Diferentes combinaciones de estos primers permiten 
detectar las diferentes UTRs 5´alternativas de Apo-D de ratón.  Así mismo se eligieron primers para 
detectar ciertas regiones codificantes de dicha proteína (CDS-R, EAK-F y PET-R, VSE-R, ENG-R 
y ApoD-R). Las diferentes combinaciones de primers utilizadas en los diferentes ensayos se detallan 
en el apartado de resultados.
Primer    Secuencia        Tm   GC
Región UTR 5´
Ex1/2-F 5´-GGAGGATTCTGGGTGGAAACTTCAG-3´ 57.04ºC 52.00%
Ex3-F 5´-CCTCGGTGCTGAGGAGAATTCCA-3´ 58.14ºC 56.52%
Ex1-F 5´-AGGGGACAGACACAGCATCCCA-3´ 59.25ºC 59.09%
Ex2-F 5´-AGTTGGAGCTTGCACTTGGGGT-3´ 58.61ºC 54.55%
Ex2-R 5´-AGCCTTCAGTTGGTGCTCACTGT-3´ 58.44ºC 52.17%
Región codificante
CDS-R 5´-CGTGGCCAGGAACATCAGCATG-3´ 58.48ºC 59.09%
EAK-F 5´-GAAGCCAAACAGAGCAACG- 3´ 59.60ºC 52.60%
PET-R 5´-TGTTTCTGGAGGGAGATAAGGA- 3´ 60.10ºC 45.60%
VSE-R 5´-AGCTTGGCTGGCTCTGAGACG- 3´ 58.40ºC 62.00%
ENG-R 5´-AGCACTTCGATGTTTCCGTTCTCC- 3´ 59.50ºC 50.00%
ApoD-R 5´-CGGGCAGTTCGCTTGATCTGT- 3´ 61.80ºC 57.15%
Tabla 2. Primers seleccionados para la deteccción de las diferentes UTRs 5´alternativas de Apo-D de ratón.
2.3. - Ensayos de RT-PCR
Para realizar la PCR se utilizó la solución lista para usar de Gotaq ®  Colorless Master Mix. Se 
trabajó con un volumen de PCR de 15 μl por muestra, constituido por la adición de los volúmenes 
ajustados de las disoluciones de los primers, la del ADNc y la del Gotaq Mix. Cada muestra de 
tejido fue preparada con la combinación de primers que permitiese detectar las oportunas variantes 
de la UTR 5´.
La PCR se llevó a cabo en un termociclador con un programa que incluía una desnaturalización 
inicial, posteriormente los ciclos de desnaturalización, alineamiento y elongación y por último una 
extensión final. Las condiciones de este programa fueron:  95 ºC 2´/(95ªC 30´´ - 58ºC 30´´ - 72ºC 
30´´ ) x 35 / 72ºC 5´.
Las muestras ya amplificadas fueron sometidas posteriormente a electroforesis en gel de agarosa al 
2%,  añadiendo  previamente  bromuro  de  etidio  y  finalmente  las  placas  obtenidas  fueron 
fotografiadas bajo luz ultravioleta. La imagen digital de las bandas de electroforesis fue sometida a 
densitometría óptica (niveles de grises en la imagen de 8 bits) para obtener una medida aproximada 
de los niveles de expresión relativa de las diferentes UTRs 5´ alternativas.
2.4. - Ensayos de Q-RT-PCR
El ADNc de los diferentes tejidos de  ratón, obtenidos como se ha indicado anteriormente, 
fue sometido a amplificación de PCR cuantitativa mediante SYBR Green I (Takara). Se utilizaron 
los pares de primers necesarios para amplificar las oportunas alternativas de la UTR 5´de Apo-D 
(ver tabla 1) y el par de primers del gen Rpl18 de ratón, que fue utilizado como gen de referencia. 
Los primers para este gen se indican en la tabla 3. 
Primer    Secuencia        Tm   GC
MrPL18-F 5´ -TTCCGTCTTTCCGGACCT- 3´ 60.6     55.50%
MrPL18-R 5´-TCGGCTCATGAACAACCTCT- 3´ 60.8     50.00%
La amplificación fue realizada por cuadruplicado en un termociclador (ABI Prism 7900HT) con el 
mismo programa de ciclos que se utilizó para la RT-PCR, previamente detallado. Las diferencias en 
los niveles de transcripción fueron determinados por el método 2-ΔΔCT [2].
3. - Resultados
3.1. - RT-PCR
Se seleccionaron las parejas de primers (ver material y método) con el objeto de poder detectar de 
forma específica las distintas variantes de la UTR 5´ de Apo-D de ratón. En la tabla 4 se muestran 
las combinaciones de los mismos.  En la Figura 1 se muestra la posición que ocupan los distintos 
primers en los diferentes exones expresados en las variantes de la UTR 5´.
El  primer  ensayo  realizado fue  uno de  control  (+)  de  la  expresión  de  ApoD en  las  diferentes 
muestras de tejidos. Se realizó RT-PCR utilizando unos primers que amplifican una región de la 
secuencia codificante (primers EAK-F y PET-R, ver en material y métodos). Como control negativo 
(-) se utilizó una muestra que carecía de retrotranscriptasa. Los resultados, que se observan en Fig.2, 
demuestran la expresión de ApoD en todos los tejidos y parece observarse, por la intensidad de las 
bandas, un mayor grado de expresión en los tejidos del sistema nervioso.
Posteriormente se procedió a comprobar la amplificación sobre muestras de ADN genómico de 
ratón con diferentes combinaciones de los primers para la región UTR 5´. Los resultados obtenidos 
Tabla 3. Primers seleccionados para el gen de referencia de la Q-RT-PCR (gen Rpl18 de ratón).
mostraron un patrón de bandas que se corresponde con los tamaños esperados de los fragmentos 
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Figura 1. A: Diferentes exones que conforman la UTR 5´de Apo-D de ratón. B:  
Lista de UTR 5´alternativas con la combinación de exones correspondiente. C: 




Posteriormente  se  procedió  a  amplificar  las  diferentes  variantes  de  la  UTR 5´  a  partir  de  las 
muestras  de  ADNc  de  los  diferentes  tejidos.  Las  combinaciones  de  primers  disponibles  nos 
permitieron resolver, de forma inequívoca,  las variantes B, C y E de la UTR 5´de ApoD de ratón. 
Para las variantes A y D, la combinación de primers no diferencian totalmente entre A/B y C/D (ver 
tabla).
Primers Variante amplificada
E1-F / E2-R C
E1-F / CDS-R C y D
E1/2-F / E2-R A y B
E2-F / CDS-R B
E3-F / CDS-R E
Los resultados de los productos amplificados y corridos en geles se muestran en la figura 4. Pueden 
observarse  claramente  los  patrones  de  expresión  de  las  variantes  B,  C  y  E  (que  pudieron 
amplificarse  de  forma  individual).  Respecto  a  los  resultados  de  las  otras  variantes  A y  D,  no 
separables en su amplificación de B y C respectivamente,  si pueden diferenciarse tras correr los 
productos en los geles, debido a los diferentes tamaños de la amplificación.
Figura 2.  Resultado del test de RT-PCR para 
comprobar la expresión de Apo-D en diferentes 
tejidos
Figura 3. Resultado del test de eficacia 
de RT-PCR para los primers de  la región 
UTR 5´de Apo-D
Tabla 4. Combinaciones de primers y variantes de la UTR 5´que amplifica cada una de 
ellas.
Figura 4. Geles obtenidos tras la amplificación por RT-PCR de las 
variantes de la UTR 5´ de Apo-D en los diferentes tejidos de ratón.
Para obtener una imagen más clara de las diferencias de expresión entre las diferentes variantes se 
sometieron las imágenes obtenidas de las placas de electroforesis a una cuantificación mediante 
densitometría óptica.  Los resultados numéricos (en forma de % relativo) se representaron en las 
gráficas de las figuras 5, 6 y 7. Con estos datos pudo analizarse de forma más clara las preferencias 
de expresión de las diferentes variantes. Así las variantes A, B y D son variantes enriquecidas en 
sistema nervioso, la variante C es de expresión más generalizada o distribuida y la variante E es una 
variante sensible al tratamiento con PQ en sistema nervioso.
Figura 4 (continuación). Geles obtenidos tras la amplificación por RT-
PCR de las variantes de la UTR 5´ de Apo-D en los diferentes tejidos de 
ratón.
Figura 5. Perfil de expresión de las variantes de la UTR 5´ que 
muestran preferencia en sistema nervioso. Datos obtenidos por 
densitometría óptica de imágenes de geles resultantes de amplificación.
Figura 6.  Perfil de expresión de la variante de expresión distribuida  
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 Dado el  interés  que presenta  la  variante  “E” de la  UTR 5´,   por su especificidad en tejido de 
cerebelo y su sensibilidad al estrés oxidativo,  se realizaron ensayos adicionales de RT-PCR para 
confirmar la transcripción del  ARNm completo portador de dicha UTRs 5´. Para ello se utilizaron 
los primers  “Ex3-F” (de la región UTR 5´de esta variante) y otros elegidos en diferentes puntos de 
la región codificante (ver material y métodos). La ubicación de todos estos primers puede verse en 
la figura 8. Para estos ensayos se utilizó la muestra de ADNc de tejido de cerebelo tratada con 
paraquat (Cb-PQ).  
Las diferentes combinaciones del primer “forward” de la región UTR 5´ con los primers “reverse” 
de los exones codificantes fueron sometidas a amplificación y posteriormente corridas en geles de 
agarosa. El resultado de estos ensayos, como se observa en los geles de la figura 9, fue positivo,  a 
pesar  de  que  para  detectar  el  producto  amplificado  de  mayor  longitud  (resultado  del  par:  E3-
F/ApoD-R) hubo que ajustar las temperatura de los ciclos de amplificación. De estos resultados 


















































Figura 7.  Perfil de expresión de la variante sensible a paraquat 
en sistema nervioso.  Datos obtenidos por densitometría óptica de 
imágenes de geles resultantes de amplificación.
3.2. - Q-RT-PCR
Para  obtener  una  idea  más  precisa  de  los  niveles  de  expresión  que  las  basadas  en  la 
densitometría óptica se realizaron algunos ensayos de PCR en tiempo real o cuantitativa (Q-RT 
PCR). Estos se realizaron sobre las variantes B y E, cuyos perfiles de expresión muestran claras 
diferencias entre diferentes tejidos.
Para la variante B se realizó el ensayo de su expresión en cerebelo (Cb) frente a corazón (Heart) y 
para la E de cerebelo (Cb) frente a cerebelo tratado con paraquat (Cp-PQ). Los primers utilizados en 
cada caso fueron E2-F/CDS-R para variante B y E3-F/CDS-R para la E. Los resultados se observan 
en la figura 8. 
Figura 8.  Ubicación de los  primers utilizados para la verificación de la 
transcripción completa del ARNm de la variante E de ApoD de ratón. En azul 
la región UTR y en verde los exones de la región codificante.
Figura 9.  Geles obtenidos tras la amplificación de los pares de primers 
seleccionados para verificar la transcripción completa del ARNm de la variante 
E de ApoD de ratón. 
En el caso de la variante B se obtiene que la expresión en tejido nervioso es del orden de 20 veces 
superior que en otros tejidos, como corazón. Respecto a la variante E observamos que su expresión 
en cerebelo con paraquat es del orden de  3 veces superior que en cerebelo sin tratar, diferencia 
importante pero de magnitud inferior a la obtenida por la densitometría.
4. -  Discusión
Los resultados de estos ensayos de PCR en ApoD de ratón aportan sólidas evidencias de la 
expresión de todas las UTRs 5´ alternativas seleccionadas de las bases de datos, respaldando así su 
realidad  biológica.  Dichos  resultados  confirman  la  validez  de  los  criterios  y  la  metodología 
empleada en la selección de los transcritos de lipocalinas a partir de las bases de datos (ver métodos 
de capítulo I). 
Se han obtenido evidencias claras de que las diferentes variantes se expresan de forma diferenciada 
Figura 8. Resultados de Q-RT-PCR para variantes B y E de ApoD de ratón. Para “B” se comparó la 
expresión entre cerebelo (Cb) y corazón (Heart). Para “E” se comparó cerebelo (Cb Ctrl) y cerebelo 



































en los distintos tejidos. Los perfiles de expresión muestran una clara preferencia de expresión en 
tejido nervioso, excepto para la variante C, de expresión más distribuida. La variante E sería una 
variante  expresada  en  condiciones  más  especiales  en  las  que  el  tejido  nervioso  es  sometido  a 
condiciones de estrés oxidativo.
Los  ensayos  de  RT-PCR  cuantitativa  ponen  de  manifiesto  que  hay  claras  diferencias  en  la 
representación de estas variantes de la UTR 5´ entre diferentes tejidos (caso de variante B) o en 
diferentes condiciones fisiológicas de los mismos (caso de variante E).
La diferente composición de exones de las diferentes  UTRs 5´(ver figura 1) estaría relacionada con 
el diferente perfil de expresión entre las mismas. La variante E, con el perfil de expresión más 
específico,  esta constituida por un exón alternativo, no expresado en ninguna de las otras variantes, 
lo que daría cuenta de su comportamiento. Sin embargo las variantes C y D tienen una composición 
de exones muy semejantes, siendo su perfil de expresión diferente a pesar de ello. 
El hecho de que tres de las variantes (A, B y D) muestren preferencias de expresión en tejido 
nervioso  nos  da  una  idea  del  nivel  fino  de  regulación  que  la  expresión  de  Apo-D debe  estar 
teniendo,  ya  que hemos de suponer  que estas  tres  variantes,  de diferente  composición exónica 
(especialmente A y B respecto a D) no deben están ejerciendo una acción reguladora equivalente. El 
diferente  papel  regulador  que podría  estar  ejerciendo cada una de las  UTRs 5´alternativas  será 
abordado extensamente en  capítulos posteriores.
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CONSERVACIÓN DE LAS REGIONES UTRS DE 
LIPOCALINAS DE MAMÍFEROS.
1. - Objetivos
El objetivo de este capítulo es conocer si las UTRs 5´y 3´de las lipocalinas de mamíferos se 
han conservado a lo largo de la evolución, para ello se ha procedido a:
• Determinar  en  qué  medida  los  exones  que  forman  estas  regiones  están  presentes  en 
diferentes especies de mamíferos y si lo están en que grado de conservación. 
• Obtener evidencias de que la conservación que se detecte a nivel del genoma es expresada 
en las diferentes especies de mamíferos.
• Realizar alineamientos múltiples de los transcritos de diferentes especies de mamíferos para 
los que se obtengan evidencias de secuencias UTRs ortólogas, de forma que obtengamos 
una mayor certeza de la conservación de estas regiones y una visión más detallada de la 
evolución que han seguido las mismas.
2. - Métodos
2.1. - Evidencias genómicas de conservación de exones de UTRs  
Para obtener evidencias genómicas de conservación en mamíferos de los diferentes exones de las 
UTRs 5´y 3´ de lipocalinas humanas y de ratón,  que previamente habían sido identificados,  se 
utilizó BLAT (UCSC;  https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) [1]. Se aplicó esta herramienta sobre el 
genoma de especies de mamíferos de los siguientes órdenes:  primates,  roedores, artiodáctilos y 
carnívoros.  Complementariamente  se  utilizó  la  herramienta  BLAST  (NCBI,  nucleotide  Blast; 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  [2],  seleccionando  la  opción  de  buscar  en  bases  de  datos 
genómicas. Las secuencias obtenidas que mostraron un porcentaje de identidad (PI)  mayor del 60% 
y que se localizaron en las posiciones genómicas correctas,  fueron  tomadas como exones ortólogos 
de la UTR (5´o 3´) respecto a humano, ratón o ambos, según el caso.
2.2. - Evidencias de expresión de UTRs 5´y 3´ortólogas
Una vez confirmado en el genoma de los diferentes mamíferos la existencia de exones ortólogos en 
las UTRs de lipocalinas, se procedió a comprobar que estos son expresados en las correspondientes 
UTRs.  Se  utilizó  BLAST  (NCBI,  nucleotide  Blast;  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  [2], 
seleccionando la opción de buscar en bases de datos de expresión. Se utilizaron como secuencias de 
partida las correspondientes UTRs 5´y 3´ de humano y ratón, obteniéndose así las secuencias de los 
correspondientes  transcritos ortólogos para las otras especies.
2.3. - Obtención de alineamientos múltiples de UTRs ortólogas
Los transcritos  de las diferentes lipocalinas,  obtenidos  como se indica  en el  apartado anterior, 
fueron  alineados  junto  a  los  de  humano,  ratón  o  ambos,  según  el  caso,  mediante  “emma” 
(EMBOSS; http://emboss.bioinformatics.nl/)  [3],  una  interfaz  al  programa  ClustalW  [4],   y  los 
alineamientos múltiples obtenidos fueron visualizados mediante “prettyplot” (EMBOSS) [3]. 
2.4. -  Comparación del grado de conservación entre las secuencias UTRs ortólogas y sus 
correspondientes secuencias ortólogas codificantes.
Para conocer el grado de semejanza entre los pares de secuencias ortólogas de las UTRs se recurrió 
a los alineamientos múltiples (obtenidos como se cita en apartado anterior). Dichos alineamientos 
fueron   analizados  con   “dismat”  (EMBOSS)  [3],   obteniendo  así  la  matriz  de  distancias 
correspondiente,  y a partir de aquí pudo calcularse el porcentaje de identidad (PI) entre pares de 
secuencias.
Para  las  secuencias  codificantes  correspondientes  se  procedió  a  alinearlas  mediante  “tranalign” 
(EMBOSS) [3], que realiza un alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos, guiado por 
un alineamiento de las secuencias de proteínas correspondiente. Posteriormente este alineamiento de 
las secuencias codificantes fue analizado con “distmat” (EMBOSS) [3] y se obtuvo, mediante la 
selección  oportuna  en  las  opciones,   la  matriz  de  distancia  para  la  primera,  segunda y  tercera 
posición  de  cada  codón.  Finalmente  se  obtuvieron  a  partir  de  estos  datos  los  porcentajes  de 
identidad para cada una de estas posiciones de los pares de secuencias codificantes.
3. - Resultados
3.1. - Conservación en la región UTR 5´
3.1.1. - Evidencias genómicas
La simple comparación visual de la organización genómica de las UTR 5´ de las lipocalinas 
ortólogas de humano y ratón (ver figuras del capítulo I) nos permite observar ciertas semejanzas, 
especialmente al comparar las regiones UTRs 5´ de Apo-D y Rbp4.  Comprobamos que la extensión 
de estas regiones es semejante,  igualmente observamos semejanzas respecto al número y tamaño de 
los exones e intrones que constituyen estas regiones genómicas en ambas especies. 
Una  primera  aproximación  al  grado  de  conservación  que  existe  en  estas  regiones   podemos 
obtenerla realizando un “dotplot” (dotmatcher, EMBOSS) entre las regiones genómicas completas 
de las UTRs 5´ ortólogas. En las figuras 1 y 2 se observa el dotplot para las regiones genómicas de 
UTRs 5´de Apo-D y de Rbp4 de humano frente a ratón. Comprobamos (ver diagonales principales) 
que hay diferentes zonas, a lo largo de toda la región UTR 5´ que muestran conservación.
  
Figura 1. Dotplot de UTR 5  ´de Apo-D humana frente a la de 
ratón (window=50 nt)
Lo que nos interesa, para los propósitos de esta tesis,  es conocer si los exones de las UTRs 5´se han 
conservado en mamíferos, ya que dichos exones son los responsables de que se formen UTRs 5
´alternativas.  Para ello  se  procedió a  estudiar,  en que medida,  los exones  que componen dicha 
región en humano y ratón  son ortólogos entre sí y si existen exones ortólogos en otros órdenes de 
mamíferos diferentes. 
Con este propósito se llevó a cabo un análisis de los exones, previamente identificados,  en las 
UTRs 5´ de  las  lipocalinas  de  humano y  ratón  frente  a  los  genomas  de  otros  mamíferos.   Se 
analizaron otras especies de primates y roedores y especies de mamíferos de órdenes diferentes 
como carnívoros y artiodáctilos (ver métodos). 
Los resultados obtenidos revelan que los exones de las UTRs 5´ humanos de las lipocalinas se 
encuentran todos muy bien conservados (95% a 100%  de Identidad) entre los primates. Ocurre lo 
mismo con los exones de ratón, al menos cuando comparamos con el genoma mejor estudiado de 
otro roedor como la rata (R. norvegicus). La visualización en Genome Browser (USCS) permite 
Figura 2. Dotplot de UTR 5  ´de Rbp4 humana frente a 
la de ratón. (window=50nt)
comprobar como se conserva la estructura genómica  de la región UTR 5´ (tamaño y orden de 
exones y tamaño de intrones) dentro de cada uno de estos órdenes de mamíferos. En la figura 3 
puede verse este hecho para la UTR 5´de Apo-D en primates.
Cuando  se  analizó  la  conservación  de  estos  exones  entre  especies  de  mamíferos,  de  órdenes 
diferentes,  se encontraron distintos resultados. Para un primer conjunto de  lipocalinas (Apo-D, 
Ptgds, Rbp4 y Apo-M), que son las que presentan una mayor diversidad en su UTR 5´, se constató 
que  hay  conservación  entre  los  diferentes  órdenes  de  mamíferos  de  algunos  de  los  exones 
alternativos de dicha región.  El  porcentaje de identidad que muestran dichos exones ortólogos 
oscila alrededor del 80 % (ver tablas 1 a 4). Mientras que para otros exones alternativos, de este 
mismo grupo  de  lipocalinas,  bien  de  humano  o  de  ratón,  no  existen  evidencias  genómicas  de 
exones ortólogos en los otros órdenes de mamíferos (ver tablas 1 a 4). 
Si tomamos como ejemplo el caso de Apo-D (ver tabla 1) comprobamos que dos de los cuatro 
exones que poseen la especie humana y el ratón en su UTR 5´pueden considerarse ortólogos (pares 
humano/ratón: E1/e1 y E4/e3). En los otros órdenes de mamíferos estudiados también se encuentran 
exones ortólogos a estos mismos. Los otros dos exones que presentan,  tanto humano como ratón, 
en su UTR 5´ no pueden considerarse ortólogos entre sí y tampoco hay evidencias de que existan 
ortólogos a ellos en otros órdenes de mamíferos, por lo tanto podemos considerar a estos exones 
como específicos de primates y roedores respectivamente. 
Para el resto de lipocalinas, de este primer grupo (tablas 1 a 4), se encuentran resultados semejantes, 
algunos exones ortólogos entre especies de los diferentes órdenes de mamíferos y otros que parecen 
ser específicos, bien de primates o de roedores. 
No siempre el tamaño de los exones ortólogos es coincidente,  hay en ocasiones disparidad en el 
tamaño de los mismos. En las tablas (1 a 4) se han querido destacar, señalándose con un asterisco, 
los exones que poseen un tamaño inferior al 50% respecto a su pareja ortóloga de mayor tamaño.
Para el resto de lipocalinas estudiadas: Lcn1, Lcn2, Obp2a, C8g, Lcn8, Lcn12 y Orm2 (que solo 
presentan un exón en su UTR 5´,  con la excepción de LCN12 que presenta 3),  no se encontró 
ninguna evidencia genómica de la existencia de exones ortólogos entre las  especies de mamíferos 
de órdenes diferentes.
Figura 3.  Resultados gráficos en Genome Browser (UCSC),  tras realizar búsqueda en BLAT con 


















E1 327 75.44 85.55 88.50
E2 136 – – –
E3 113 – – –
E4 31 82 89.25 87.60
APOD  Ratón
E1 260 75.44 76.24 76.74(*)
E1-2 199 – – –
E2 66 – – –














E1 162 – – –
E2 92 – – –
E3 1030 63.40 100 (*) 79.30 (*)
PTGDS  Ratón
E1 329 63.40 (*) 78.70 (*) 74.70
Tabla 1. Evidencias genómicas de exones ortólogos a exones en UTR 5´ de Apo-D de humano y ratón














E1 304 72 76 72
E2 95 89 83 80
E3 18 ? ? ?
RBP4  Ratón
E1 367 72 69 –
E2 71 89 81 81














E1 496 83 (*) 78 82
APOM  Ratón
E1 781 83 81 (*) 81 (*)
3.1.2. - Evidencias de la expresión de UTRs 5´ortólogas
La mera presencia de estos exones de la UTR 5´ conservados en el genoma de los diferentes 
órdenes de mamíferos no es garantía de que se estén expresando en la UTR 5´de los transcritos de 
las correspondientes lipocalinas, o que si se expresan lo estén haciendo con la misma combinación 
de exones que lo hacen en el caso de humano o ratón. Para abordar esta cuestión se realizó un 
análisis, mediante BLAST  sobre bases de datos de expresión de mamíferos, utilizando como punto 
de  partida  los  diferentes  UTR  5´  que  sabemos  están  expresándose  en  humano  y  ratón  (ver 
métodos). 
Tabla 3. Evidencias genómicas de exones ortólogos a exones en UTR 5´ de Rbp4 de humano y ratón
Tabla 4. Evidencias genómicas de exones ortólogos a exones en UTR 5´ de Apom de humano y ratón
Apo-D Humana




Evid. Expres. Otros Mamif.
a E1, E4 si si vaca, perro, oso y  ratón
b E1´, E2, E4 no - –
c E1´, E3, E4 si - –
d E1´, E4 si si cerdo y perro
Apo-D Ratón




Evid. Expres. Otros Mamif.
a E1´, E2 si – –
b E1-2, E3 si – –
c E1, E2, E3 si – –
d E1, E3 si si vaca, perro y  humano
e E3´ no - –
Ptgds Humana




Evid. Expres. Otros Mamif.
c E3´´ si si vaca, oso, rata y topo
g E1, E2, E3´, E3´´ si - –
j E1, E2, E3 si - –
Ptgds Ratón




Evid. Expres. Otros Mamif.
c E1´ si si oso, vaca y cabra
d E1 si si mono gibón,  papión y vaca
Tabla 5. Evidencias de expresión de las UTR 5´de Apo-D de humano y ratón en otros mamíferos
Tabla 6. Evidencias de expresión de las UTR 5´de Ptgds de humano y ratón en otros mamíferos
RBP4 Humana




Evid. Expres. Otros Mamif.
b E1, E3 si si vaca, cerdo y  ratón
d E2´, E3 si si perro, vaca y  ratón
d(2) E2, E3 si – –
RBP4 Ratón




Evid. Expres. Otros Mamif.
a E1, E3 si si   cerdo y humano
c E2´, E3 si si macaco
d E2, E3 si si mono tití y  humano
Apom Humana




Evid. Expres. Otros Mamif.
d E1 si si vaca, perro y ratón
d(2) E1´ si si oveja
Apom Ratón




Evid. Expres. Otros Mamif.
a E1 – si (p)  humano y perro
Los resultados  de  este  análisis  (ver  tablas  5  a  8)  nos  muestran,  en primer  lugar,  que entre  las 
especies de primates así  como entre las de roedores se están expresando las UTR5´alternativas 
encontradas en humanos y ratón respectivamente. En segundo lugar los resultados nos indican que 
en  especies  de   órdenes  diferentes  a  primates  y  roedores  también  existen  evidencias  de  estar 
expresándose  las  UTRs  5´,  para  las  cuales,  ya  habíamos  encontrado  evidencias  genómicas  de 
Tabla 7. Evidencias de expresión de las UTR 5´de Rbp4 de humano y ratón en otros mamíferos
Tabla 8. Evidencias de expresión de las UTR 5´de Apom de humano y ratón en otros mamíferos
exones ortólogos respecto a los de humano o ratón. Si observamos el caso de Apo-D  ( tabla 5) 
comprobamos que hay evidencias de expresión de UTR 5´donde están presentes bien los exones E1 
y E4 de humano o E1 y E3 de ratón. Observamos resultados similares para el resto de lipocalinas, 
en las que previamente se había encontrado evidencia de exones ortólogos en la UTR 5´ (ver tablas 
6 a 8). 
3.1.3. -  Alineamientos múltiples de UTRs 5`ortólogas
Para los casos en que se constató la existencia de lipocalinas con UTRs 5´ortólogas se realizaron 
alineamientos múltiples de las secuencias de diferentes especies de mamíferos. En las figuras 4, 5  y 
6  pueden  observarse  los  alineamientos  múltiples  más  relevantes.  Se  corresponden  estos  con 
alineamientos de secuencias ortólogas a los transcritos humanos de  Apo-D (variante “a”), Rbp4 
(variante “b”) y Apo-M (variante “d”) .  En dichos alineamientos observamos que a pesar de la 
existencia de inserciones, delecciones y sustituciones, existen bloques (en color azul) que muestran 
una considerable conservación (con un valor del PI que oscila entre el 70- 85% de identidad según 
los pares de secuencias ortólogas elegidos). 
A partir  del  alineamiento  múltiple  obtenido  para  la  UTR 5´  de  Apo-D ha  podido  encontrarse 
evidencia  de  un  hipotético  exón  específico  para  úrsidos.  En  la  figura  4  se  muestra  dicho 
alineamiento. Se indica en esta figura la ubicación de los dos exones (E1 y E4) que constituyen esta 
variante  de  UTR  5´  de  Apo-D.  En  este  alineamiento  podemos  observar  que  no  hay  buena 
conservación en un fragmento del extremo 5´ de la región UTR 5´, excepto para oso y panda, para 
los que si hay buena conservación en este fragmento de unos 80 nt (en color verde en figura 4). 
Alineando este fragmento de 80 nt frente a su región genómica correspondiente, en oso y panda, 
encontramos que alinea en una región que está corriente arriba  del exón E1, separado de él por un 
intrón de  874 nucleótidos, o sea, es un exón adicional de la UTR-5´ de Apo-D. Este exón se indica 
“E0” en la  figura 4 .  No hay evidencia  de presencia  genómica de dicho exón E0 en las otras 
especies de mamíferos, lo que es un hecho a favor de considerarlo un exón específico de úrsidos.
Cuando se compara el porcentaje de identidad (PI) entre los pares de regiones UTRs 5´ ortólogas 
(obtenidos a partir de los alineamientos múltiples) con el PI existente entre los correspondientes 
pares  de  secuencias  codificantes  (CDS)  ortólogas  ,  se  observa  que  el  PI  de  las  primeras  (que 
presentan un valor  medio de  75,5 %) muestra  valores  semejantes al  de las  segundas en la  3ª 
posición del codón ( que presentan un valor medio de 72,5 %).  Para el caso de Apo-D (UTR 5
´variante “a”), sin embargo,  los valores de PI entre los pares de UTR s 5´ortólogas si muestran 
valores claramente superiores a los de la tercera posición del codón. En la tabla 11 se muestran 
estos valores para algunos de los pares de especies de mamíferos estudiadas. Destaca el valor del PI 
en la pareja humano-vaca que es equiparable al PI de la 1ª y 2ª posición del codón, prueba del 
efecto que la selección natural está ejerciendo sobre esta región UTR 5´.
Figura 4. Alineamiento múltiple de región UTR 5´ de transcritos ortólogos al de Apo-D 
humana, variante “a” . El recuadro rojo indica el codón de inicio. E1 y E4 indican los exones 
que constituyen esta variante.  E0 indica un posible exón adicional de esta UTR 5´, específico 
de úrsidos.
Figura 5. Alineamiento múltiple de región UTR 5´ de transcritos ortólogos al de Rbp4 Humano 
variante “b”. El recuadro rojo indica el codón de inicio.
Figura 6. Alineamiento múltiple de región UTR 5´ de transcritos ortólogos al de Apo-M Humano 
variante “d”. El recuadro rojo indica el codón de inicio.
Pares de especies
PI (%)
CDS 1ª y 2ª posiciones de 
Apo-D
PI(%)
CDS 3ª posición de Apo-D
PI(%)
 UTR 5´ de Apo-D 
(variante “a” humana)
Humano-Vaca 88,90 79,90 89,36
Humano-ratón 83,33 67,20 71,97
Vaca-ratón 86,77 65,61 73,28
3.2. -  Conservación en la región UTR 3´
3.2.1. - Evidencias genómicas
Se  procedió  de  la  misma  forma  que  con  las  UTRs  5´.  Las  regiones  UTRs  3´  poseen  una 
organización genómica más sencilla,  por lo general no contienen intrones, excepto Ptgds y Lcn2, 
que presentan uno. 
Los resultados obtenidos revelan que las regiones UTRs 3´ de humanos se encuentran  muy bien 
conservadas (90% a 99% de Identidad) entre los primates. Ocurre lo mismo con las regiones UTRs 
3´ de ratón cuando comparamos con otras especies  de roedores (75 a  85% de identidad).  Tras 
estudiar el grado de conservación con mamíferos de los otros órdenes (artiodáctilos y carnívoros), 
se  pudo  comprobar  que  existen,  para  algunas  lipocalinas,   regiones  UTRs  3´  que  pueden 
considerarse ortólogas (ver Tabla 10).
Al  igual  que  ocurre  en  las  regiones  UTRs  5´  de  las  lipocalinas  ,  hay  con  más  frecuencia, 
conservación de las regiones UTRs 3´ entre diferentes especies de mamíferos en las lipocalinas más 
ancestrales.  Si  bien  en el  caso de las  UTRs 3´existe  una diferencia  importante  respecto de las 
regiones UTRs 5´. Cuando se encuentran regiones UTRs 3´ortólogas a las de primates en carnívoros 
Tabla 11. Comparación de PI de UTRs 5´ortólogas respecto al PI de la 1ª, 2ª y 3ª posición de la 
región codificante correspondiente.















Único 198 - 91 89
RBP4 Hum
Único 388 - 70 72
APOM Hum
Único 121 70 78 -
APOM Ratón
Único 117 70 68 -
LCN2 Hum
E1 153 - 70 75
E1´ 334 - - -
3.2.2. - Evidencias de la expresión de  UTRs 3´ ortólogas
El análisis mediante BLAST, sobre bases de datos de expresión de mamíferos, demuestra que las 
UTRs 3´de  humano y  de  ratón,  de  las  diferentes  lipocalinas,  son  también  expresadas  en  otras 
especies  de  primates  y  roedores  respectivamente.  Para  los  otros  órdenes  de  mamíferos 
( artiodáctilos y carnívoros) solo se encontró evidencia clara de la expresión de UTRs 3´ para la 
UTR 3´de ApoD humana,  en vaca, oveja y turón (O. aries y B. taurus y M. putorius).
3.2.3. - Alineamientos múltiples de UTRs 3´ortólogas
Se  procedió  a  realizar  los  alineamientos  múltiples  de  las  secuencias  UTRs  3´para  las  que  se 
encontraron ortólogas entre diferentes órdenes de mamíferos , al igual que con las UTRs 5´. En este 
caso dado que solo hay evidencias claras de expresión para los ortólogos de la UTR 3´de ApoD 
humana (variante “a”) solo se muestra dicho alineamiento múltiple (ver figura 7) . 
Tabla 10. Evidencias genómicas de UTRs 3´ ortólogas entre diferentes especies de mamíferos
Al igual que en el caso de las UTRs 5´, a lo largo de esta UTR 3´, existen bloques con una elevada 
conservación entre especies. En este caso se obtienen valores de PI que  oscilan entre el 80 y el 95 
% según los pares de especies seleccionados, valores algo superiores a los obtenidos a partir de los 
alineamientos múltiples obtenidos para las UTRs 5´. 
En el alineamiento múltiple de la UTR 3´de Apo-D puede observarse como se ha conservado el 
motivo (AATAAA) que muy probablemente sea la señal de poliadenilación. 
 
4. - Discusión
El grado de conservación encontrado (alrededor del 80% de identidad) entre las UTRs 5´ y 3´de 
lipocalinas  ortólogas,  de  los  diferentes  grupos  de  mamíferos,  puede  considerarse  elevado  y  se 
encuentra en consonancia con los mejores valores del porcentaje de identidad encontrado entre las 
UTRs  para  otros  genes  ortólogos  estudiados  [5  y  7].  El  hecho  de  que  se  obtengan  además 
alineamientos múltiples,  igualmente con elevada identidad,   es  una prueba sólida de que existe 
conservación de las  UTRs  de algunas lipocalinas entre los diferentes linajes de los mamíferos. 
Hemos de interpretar la existencia de esta conservación como una prueba de la funcionalidad de 
Figura 5.  Alineamiento múltiple de región UTR 3´ de transcritos ortólogos al de ApoD 
Humano. En recuadro rojo se observa la conservación de la señal de poliadenilación.
estas UTRs, las cuales deben desempeñar un importante papel en la regulación de la expresión 
génica.
El hecho de que, para las lipocalinas con varios exones en su UTR 5´, algunos se hayan conservado 
entre  diferentes  órdenes  y  otros  no,  por  lo  que  estos  serían  exones  específicos  dentro  de  un 
determinado orden ( primates, roedores, etc), es un fenómeno que ha podido observarse en otros 
estudios realizados sobre la región UTR 5´de diferentes genes que muestran diversidad en dicha 
región [5 y  6].  
Al igual que tenemos la evidencia de la presencia de exones específicos en las UTRs 5´ de humano 
o  ratón,  como  se  desprende  del  estudio  realizado,  es  muy  probable  que  existan  otros  exones 
específicos desconocidos en la UTRs 5´de estas lipocalinas, propios de los otros órdenes como 
artiodáctilos y carnívoros. Esto ha podido ponerse de manifiesto al encontrar, a partir del análisis 
del  alineamiento múltiple de Apo-D, evidencias de uno de estos exones específicos en especies  de 
úrsidos.
El escenario que nos muestran los resultados encontrados para la conservación de las UTRs 5´ es 
que existe conservación de parte de la arquitectura de la UTR 5´ entre las lipocalinas ortólogas que 
muestran una UTR 5´más compleja (que son las evolutivamente más antiguas) y nula conservación 
en las  lipocalinas  con una UTR 5´ simple (que son las  evolutivamente más recientes).  Si  bien 
incluso en las lipocalinas que muestran cierta conservación parece haberse dado cierta divergencia 
entre  los  diferentes  linajes  de  mamíferos,  hemos  de  suponer  que  en  función  de  las  diferentes 
necesidades de regulación de la expresión de dichas lipocalinas.
Respecto a las UTRs 3´, también los resultados muestran que se da una mayor conservación de estas 
en las lipocalinas más ancestrales. Se da la peculiaridad de que, con la excepción de ApoM, los 
roedores no muestran secuencias UTRs 3´ortólogas a las de los otros grupos (primates, artiodáctilos 
y carnívoros) (ver tabla 10). Este hecho nos sugiere que en los roedores,  las regiones UTRs 3´ de 
las  lipocalinas  han  sufrido  un  camino evolutivo  diferente  derivando en  una  mayor  divergencia 
respecto a los otros órdenes. 
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IV
PAPEL REGULADOR DE LAS UTRs 5´ DE LIPOCALINAS 
DE MAMÍFEROS
1. - Objetivos
El  objetivo  de  este  capítulo  es  obtener  información  sobre  cuales  son  los  posibles  elementos 
reguladores presentes en las UTRs 5´de las lipocalinas de mamíferos, para conocer en que forma 
estas regiones ejercen su regulación sobre la expresión génica.  Dado que se ha encontrado que 
cierto número de lipocalinas presentan formas alternativas en sus UTRs 5´ es de especial interés 
conocer  las  diferencias  de elementos  reguladores  existentes  en ellas  para dilucidar  las  distintas 
formas de regulación que estas podrían estar ejerciendo.
Para abordar este análisis este se ha recurrido a diversas herramientas bioinformáticas de probada 
eficacia.  Estas  herramientas  buscan  regularidades  o  patrones  confirmados  experimentalmente  o 
procedentes de estudios a escala genómica. Siempre que haya sido posible, se ha comprobado si 
existe conservación evolutiva, dado que dicha conservación implicaría una necesidad funcional.
2. - Métodos
2.1.- Clasificación de las UTRs 5´
Para una primera aproximación a la clasificación de las UTRs 5´de lipocalinas se utilizó el modelo 
CART [29].  Este modelo de regresión, basado en el análisis de 2312 UTR 5´ humanas,  permite 
clasificar las UTR 5´en tres categorías: la Clase I se corresponde con  ARNm que son escasamente 
traducidos,  la Clase II con ARNm que son regulados en relación con etapas del desarrollo (TOP 
regulated RNAm) y la  Clase III  se corresponde con ARNm que sufren escasa regulación y dan 
lugar a una alta  traducción. 
Dichas categorías son establecidas en función de los valores de parámetros de las UTRs 5´ como la 
longitud, el contenido en G+C, la  energía libre (ΔG) de plegamiento  mínima (MFE), la presencia 
de uAUGs y la presencia del motivo TOP (terminal oligopyrimidine tract) [30]. El modelo ofrece un 
árbol de decisión,  basado en los parámetros citados,  que puede aplicarse para clasificar las UTRs 5
´. Dicho árbol de decisión se muestra en el apartado de resultados.
La longitud, el % de G+C y la presencia de uAUGs de las UTRs 5´fueron determinados con los 
recursos  de  EMBOSS  [28].  La  MFE  se  calculó  con  RNAfold  ( http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi)  [6].  La  presencia  del  motivo  TOP  se  determinó  con  UTRscan  de  UTRsite 
(http://utrsite.ba.itb.cnr.it/) [1].  Todos estos parámetros fueron introducidos en una hoja de cálculo para 
finalmente aplicar los criterios del árbol de decisión de CART y establecer la categoría de cada 
UTR 5´.
Dado que el motivo TOP es característico de cierto tipo de genes (ARNm de proteínas ribosómicas 
o factores de elongación), en las UTRs 5´alternativas en las que las predicciones identifican dicho 
motivo y el arbol de decisión nos lleva a considerarlas de clase II, se ha tomado con cierta reserva el 
que este motivo sea funcional en las UTR 5´de las lipocalinas.  Por ello se ha añadido en las tablas 
de resultados 1 y 2 la clase opcional a la que pertenece la correspondiente UTR 5´, si elegimos en el 
arbol de decisión la no presencia de TOP. 
Aunque el modelo CART ha sido elaborado para UTRs 5´ humanas, se utilizó también para ratón ya 
que las UTRs muestran propiedades comunes en mamíferos. 
2.2.- Búsqueda de motivos validados,  en las UTRs 5´
Se utilizó para este propósito la herramienta UTRscan. Dicha herramienta pertenece a la base de 
datos UTRsite (http://utrsite.ba.itb.cnr.it/) [1], la cual contiene una colección de patrones de secuencias 
funcionales  de  las  regiones  UTR  5´y  3´.  UTRscan  analiza  las  secuencias  objetivo  aplicando 
patrones  de  secuencia  y/o  estructura  de  motivos  validados  y  ofrece  los  resultados  de  las 
coincidencias encontradas.
Para contrastar las predicciones de motivos estructurales predichos por UTRscan en las UTRs 5´se 
utilizaron  las  herramientas  bioinformáticas  para  ARNs  estructurales:   RNAfold  ( 
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi)  [6]  ,  RNAshape  (http://bibiserv2.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnashapes?id=rnashapes_view_submission) [7]  y  RNAlocomotif  (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/locomotif/submission.html) [8]. La forma en que se utilizaron estas herramientas se detalla 
en los resultados.
2.3.- Determinación de oligonucleótidos sobrerrepresentados
Se procedió de la siguiente forma: Se tomaron todas las secuencias UTRs 5´de lipocalinas de 
humano y ratón y se eliminaron las variantes que suponían alguna redundancia (debido a la 
semejanza en la composición de exones alternativos de su UTR 5´). Posteriormente se sometieron 
estas secuencias (humanos por un lado y ratón por otro) al análisis de óligos mediante el algoritmo 
“oligo-analysis” de RSA TOOLS (http://rsat.ulb.ac.be/) [9]. 
Esta herramienta permite realizar múltiples selecciones y ajustes en el análisis de oligonucleótidos. 
Se seleccionaron las siguientes opciones: 1) Realizar una purga de las secuencias (se eliminan así 
las  regiones  duplicadas  de más de 40 nucleótidos)  que pueden provocar  una desviación en las 
estimaciones de frecuencia de diferentes “palabras”,  2) Prevenir patrones solapados, se evita así la 
desviación provocada por la tendencia que tienen los patrones periódicos a aparecer agrupados, 3) 
Se eligió la opción de oligos de 6, 7 y 8 nucleótidos, 4) El modelo de referencia elegido para la 
validación de los oligonucleótidos fue la composición de nucleótidos corriente arriba de los genes 
de humano y ratón respectivamente.
2.4. - Identificación de dianas de miARN
Con  el  objeto  de  predecir  la  existencia  de  dianas  de  miARN  en  las  regiones  UTRs  5´de  las 
lipocalinas, se sometieron dichas regiones a un análisis mediante el algoritmo PITA de Segal Lab ( 
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.html)  [13]. Dicho  algoritmo  considera,  además 
del apareamiento de bases entre el miARN y su diana, aspectos energéticos sobre la accesibilidad a 
dicha diana, considerando para estos cálculos además ambos flancos de la diana. La importancia de 
considerar estos aspectos energéticos ha sido puesta de manifiesto al comprobar que se mejoran así 
las  predicciones  sobre  el  nivel  de  regulación  ejercido  por  ciertos  miARNs,  determinados 
experimentalmente [13].  
Este algoritmo calcula un parámetro “ddG” que es el resultado de la diferencia entre la variación de 
energía libre del apareamiento entre el miARN y su diana (dGduplex) y la variación de energía libre 
de deshacer la estructura secundaria (2D) que contiene a la citada diana (dGopen).  Los valores 
negativos de “ddG” (ddG = dGduplex - dGopen) indicarían uniones miARN-diana energéticamente 
favorables.
Al aplicar el algortimo PITA se eligieron las siguientes opciones: 1) Búsqueda de todos los  miARN 
conocidos,  para  humano  o  ratón,   2)  Tamaño  mínimo  de  “seed”  =  8,  permitiendo  un  solo 
apareamiento U-G y una única posición desapareada,   3)  Se eligió la opción de considerar  los 
flancos a la diana para el cálculo energético de accesibilidad (ddG) a la misma. 
Una vez obtenidas las predicciones se ha considerado que una diana es “accesible” si el parámetro 
de   “ddG ”  es  <  -10 Kcal/mol,  teniendo en  cuenta  los  valores  que  se  alcanzan para  miARNs 
validados[13]. Si además de este valor la diana posee un “ dGopen “ >= -10 Kcal/mol (que indica 
que su estructura 2D puede deshacerse con facilidad), podemos considerarla como un candidato a 
diana muy probable, ya que sería “especialmente accesible” [13]. 
Cuando en la UTRs 5´se han encontrado varias dianas de un mismo miARN que se solapan, solo se 
ha contabilizado como una, eligiendo la que presenta un valor de ddG más favorable.
2.5. - Estudio de los uAUGs y uORFs en las UTRs 5´
Se determinaron los uAUGs y la posición que ocupan en las UTRs mediante “dreg” de EMBOSS 
[28].  La fortaleza del contexto de AUGs y de los uAUGs se determinó teniendo en cuenta si en las 
posiciones -3 y +4 (respecto a posición +1 que es la “A” del AUG) se encuentran los nucleótidos 
adecuados para la iniciación de la traducción (“A o G” en posición -3 y “G” en posición  +4) [18 y 
19].  Si se encuentran los nucleótidos adecuados en las dos posiciones citadas se considera contexto 
“óptimo”,  si  sólo  se  encuentra  uno  de  ellos  “adecuado”  y  si  ninguno  “inadecuado”.   Para  la 
determinación  de los  uORFs en las UTRs 5´ se utilizó “Getorf” de EMBOSS [28],  seleccionando 
en las opciones: encontrar uORFs  entre un AUG y cualquier codón de terminación, en cualquier 
fase de lectura y con al menos 3 codones de longitud.
Para  el  estudio  de  la  conservación  de  estos  elementos  se  procedió  de  la  siguiente  forma.  Se 
seleccionaron las UTRs 5´de lipocalinas ortólogas de diferentes mamíferos que tuviesen al menos 
200 nt  de  longitud,  que  presentasen  uAUGs y/o  uORFs  y  con  la  condición  de  que  las  UTRs 
ortólogas no difiriesen demasiado en su longitud. Para considerar que un uORF está conservado, o 
sea es ortólogo de otro, se tomó el doble criterio de que la distancia entre el uAUG y el AUG 
principal  y  el  número  de  codones  contenidos  en  dichos  uORFs  fuesen  semejantes  [22].  Estos 
criterios fueron utilizados más flexiblemente para los uORFs que solapan con la región codificante, 
dado su carácter especialmente inhibidor.
Para  encontrar  indicios  de  “péptidos  bioactivos”,  resultantes  de  los  uORFs  de  las  UTRs  5´de 
lipocalinas,  se realizó un análisis sobre los uORFs ortólogos, previamente encontrados en ellas. Se 
seleccionaron los casos con uORFs ortólogos en al menos tres especies de mamíferos, con al menos 
10 codones y que no difiriesen mucho en longitud. Posteriormente se alinearon las secuencias de 
estos uORFs, para finalmente extraer los que muestran un grado considerable  de conservación. Una 
vez seleccionadas así,  los grupos de secuencias de uORFs ortólogas se sometieron al análisis de 
sustituciones  sinónimas  y  no  sinónimas  (ps/pn)  mediante  el  programa  SNAP 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/SNAP/SNAP.html)  [25],  que  se  basa  en  el  método  de  Nei  y 
Gojobori [34]. Los valores de ps/pn mayores que “1” han sido tomados como prueba de selección 
natural positiva.
3. - Resultados
3.1.- Aproximación a la clasificación de las UTR 5´de lipocalinas
La longitud,  el  contenido  en  G+C y  la  estructura  secundaria  de  la  UTR 5´  paracen  jugar  un 
importante papel en la regulación de la expresión génica. Existen evidencias de que las  UTRs 5´ 
que permiten una traducción eficiente son cortas, con bajo G+C, son relativamente desestructuradas 
y no contienen codones  de  inico corriente  arriba uAUG [31].  Mientras  que las  que  inhiben  la 
síntesis de proteínas son largas, con alto G+C y poseen un alto grado de estructura secundaria [32].
Para hacer una primera aproximación a las funciones que cumplen las UTR 5´de las lipocalinas 
podemos clasificarlas en función de los parámetros citados, así como de la posible presencia del 
motivo  TOP (Terminal  Oligopyrimidine  Tract).  Dicho  motivo  se  encuentra  en  el  extremo  5´ 
terminal de los ARNm de proteínas ribosómicas y de factores de elongación de vertebrados [30]. 
Este motivo consiste en una serie de 5 a 15 pirimidinas, entre una citosina y una guanina (C (PY)n 
G).  Mediante la unión de una proteína a dicho motivo y en ciertas condiciones (diferenciación, 
desarrollo o bajo ciertos tratamientos con fármacos)  interviene en la represión de la traducción [3]. 
Para hacer una clasificación de las UTRs 5´ de forma más objetiva se utilizo el “árbol de decisión” 
del modelo de regresión CART [9] (ver métodos).  Puede verse el árbol de decisión en la Figura 1. 
Una vez calculados los parámetros necesarios de las secuencias de las UTRs 5´de las lipocalinas y 
aplicando el arbol de decisión del modelo CART obtenemos la clasificación de dichas UTRs que se 
observa en las Tablas 1 y 2. 
Observamos  que  tanto  para  humano  como para  ratón  son  frecuentes  las  UTRs  5´de  “clase  I” 
(potencialmente  inhibitorias  de  la  traducción),  especialmente  entre  las  lipocalinas  de  origen 
evolutivo más antiguo, que son las que presentan mayor número de alternativas (Apo-D, Ptgds, 
Rbp4).  Mientras  que  las  UTRs  5´de  tipo  III  (potencialmente  de  traducción  intensa)  son  más 
frecuentes entre las lipocalinas con un origen evolutivo más reciente, que muestran menor número 
de alternativas. Esta tendencia se observa de forma más evidente en ratón (ver tabla 2).
Figura 1: Árbol de decisión para la clasificación de las UTR 5´ del 
modelo de regresión CART
Tabla 1:  Clasificación de las UTR 5´de lipocalinas humanas según el modelo CART. 
Cuando existen UTR 5´alternativos aparecen con una letra distintiva después del nombre de 
la lipocalina correspondiente.
%GC MFE TOP
361 51.25 -102.2 4 I
232 53.88 -87.5 1 I
135 47.41 -35.5 2 I
190 52.11 -60.8 3 I
72 69.44 -20.5 0 II / III
458 65.5 -203.8 4 I
1283 65.55 -644.51 11 I
5utr_RBP4.b_hum 322 72.67 -179.5 1 I
5utr_RBP4.d_hum 72 77.78 -28.7 0 III
5utr_RBP4.d(2)_hum 113 76.99 -46.4 0 I
496 49.6 -161.77 6 I
73 58.9 -17.4 0 III
5utr_C8G_a_hum 75 64 -21.5 0 III
42 69.05 -15.2 0 III
189 56.61 -76.5 0 I
5utr_ORM2_d_hum 63 52.38 -10.2 2 I
5utr_LCN1.b_hum 154 63.64 -63.4 0 I
5utr_LCN1.h_hum 49 69.39 -9 0 III
5utr_LCN2.b_hum 72 67.71 -13 0 III
5utr_LCN2.b(2)_hum 96 67.71 -25.3 0 III
5utr_LCN8.e_hum 348 67.82 -166.1 3 I
5utr_LCN12.c_hum 248 59.27 -99.8 1 I
5utr_LCN12.c(2)_hum 28 71.43 -8.1 0 III
























Aplicando el  citado árbol de decisión solo se obtienen UTRs 5´de la clase II (reguladas por el 
motivo TOP) en una de las UTRs alternativas de la lipocalina Ptgds, tanto en humano como en 
ratón (ver tablas 1 y 2). La clase opcional a la que pertenecerían estas UTRs 5´,  de no ser funcional 
el motivo TOP,  sería la clase III.
Tabla 2: Clasificación de las UTR 5´de lipocalinas de ratón según el modelo CART. 
Cuando existen UTR 5´alternativos aparecen con una letra distintiva después del nombre 
de la lipocalina correspondiente.
%GC TOP
140 50.71 -42 0 I
224 49.55 -69.1 1 I
358 51.4 -126.94 2 I
281 53.74 -103.24 2 I
214 59.35 -74.4 2 I
80 56.25 -20.2 0 II / III
329 58.36 -149.23 2 I
385 62.08 -148.1 4 I
61 77.05 -18.7 0 III
89 77.53 -37.7 0 I
781 48.27 -240.6 14 I
501 53.69 -188.12 6 I
275 53.82 -104.22 4 I
53 62.26 -17.5 0 III
41 53.66 -3.4 0 III
55 54.55 -18.1 0 III
54 53.7 -7.3 0 III
23 65.22 -3.6 0 III
55 69.09 -30.3 0 III




















3.2.- Búsqueda de motivos validados,  en las secuencias de UTRs 5´.
Para la búsqueda de posibles motivos reguladores en la región UTR 5´ de las lipocalinas humanas y 
de ratón se sometieron dichas  regiones  a un análisis  mediante  la  herramienta  UTRscan [1].  El 
resultado de este análisis se muestra en la tabla 3. Los motivos predichos son el motivo “TOP” 
(Terminal  Oligopyrimidine  Tract),  ya  mencionado  previamente  y  el  motivo  “IRES”  (Internal 
Ribosome Entry Site). También son predichos marcos de lectura abierta (uORF) en las UTRs 5´ de 
diversas lipocalinas, pero no se muestran aquí ya que estos elementos son tratados específicamente 
en un apartado posterior.
UTRs 5´ MOTIVO POSICIÓN SECUENCIA
5utr_APOD.a_hum TOP [1-8] CTCTCTCG
5utr_Ptgds.c_hum TOP [1-7] CCTCCTG
5utr_Ptgds.c_mouse TOP  [6-14] CTCCTTCTG
5utr_ORM2_d_hum TOP [1-7]   C TCTTTG
5utr_RBP4.b_hum IRES [240,322] 
 CTGTG CC CGAGG CT 
GTCCT GGAGGTG AGGCC 
GGCCC ACA GGGAC 
CCTGC CCGTG  CCCGG 
GC TCCGG GCGGATT 
CCTGG GCAAG
Respecto al motivo TOP, ya hemos mencionado que se presenta en la UTR 5´del ARNm de  genes 
específicos y en ciertas condiciones [30].  Más recientemente se han encontrado evidencias de que 
el motivo TOP no es exclusivo de los genes mencionadas, sino que puede ejercer también funciones 
reguladoras en la expresión de otros diferentes [4]. Ante estas evidencias no podemos desechar la 
posibilidad de que  los motivos TOP predichos en las UTRs 5´ de  lipocalinas sean funcionales y 
cumplan, en mayor o menor medida, una función de represión de la tranducción.
El motivo IRES supone un mecanismo alternativo al inicio de traducción convencional y por lo 
tanto independiente del “ 5´cap ”. Inicialmente fué descubierto en picornavirus y posteriormente 
Tabla 3. Resultado del análisis de las UTRs 5´de lipocalinas humanas y de ratón mediante UTRscan
también ha sido encontrado en ARNm eucariotas. El estudio comparativo de los IRES de diversos 
ARNm celulares ha permitido identificar, en su región UTR 5´,  un motivo estructural común (ver 
figura 2) formado por una estructura típica en “Y”, seguida de estructuras en horquilla justo antes 
del codón de inicio de la traducción [5].
Figura 2. Representación equemática del inicio de traducción mediada 
por IRES. Se muestran las estructuras secundarias típicas de este 
motivo (líneas en forma de horquillas). También se muestran los 
principales factores (eIF4A y 4G), así como las proteínas específicas  
ITAFs (IRES trans-acting factors)  necesarias para la funcionalidad de 
este motivo.
Figura 3. Estructura 2d de la UTR 5´de Rbp4 humana (variante b) obtenida con 
RNAfold . Se muestra detalle de la región (en verde) donde UTRscan predice la 
presencia de un IRE. En rojo la posición que ocuparía el codón de inicio de la 
secuencia codificante.
Con objeto de comprobar,  en qué medida la predicción del motivo IRES en la UTR 5´de la variante 
“b”  de  Rbp4 humana  presenta  la  estructura  típica  de  dicho  motivo,   se  procedió  a  obtener  la 
estructura secundaria más estable (MFE) de dicha UTR 5´mediante RNAfold [6]. En la figura 3 se 
muestra un detalle de la estructura 2D de la región donde es predicho el motivo IRES (marcado en 
verde).  Observamos que no muestra la complejidad estructural típica de dicho motivo, destacando 
la ausencia de la estructura típica en “Y”. Dado que la estructura secundaria nativa no tiene por qué 
ser la estructura con menor energía de plegamiento, sino que puede ser una estructura subóptima 
próxima en el conjunto de estructuras posibles, se procedió a estudiar dichas estructuras mediante 
RNAshape (ver introducción) [7]. En ninguna de las estructuras representativas  posibles que ofrece 
esta  herramienta,  dentro  de  su  repertorio,  se  encontró  en  la  región  adecuada,  una  estructura 
secundaria similar a la del motivo IRES. También se procedió de forma inversa, es decir comprobar 
en qué medida esta UTR 5´puede llegar a formar una estructura semejante al motivo IRES. Se 
utilizó para ello RNA locomotif   (ver introducción) [8] y el resultado obtenido es que la secuencia 
de la UTR 5´de Rbp4 humana (b) es incapaz de formar un motivo estructural típico del motivo 
IRES, dentro de sus posibilidades de plegamiento alternativas. 
Si  bien  no  encontramos  semejanza  de  las  estructuras  que  puede  adquirir  esta  UTR 5´de  Rbp4 
humana con el motivo IRES,  sí observamos la presencia de una estructura en horquilla,  justo antes 
del codón de inicio. No podemos desechar la idea de que esta estructura tenga algún papel relevante 
en la regulación de la traducción. El análisis de estas y otras estructuras peculiares de las UTRs 5´de 
lipocalinas de mamíferos será realizado de manera más amplia y detallada en un capítulo específico 
de la tesis.
3.3.- Oligonucleótidos sobrerrepresentados
El análisis de los oligonucleótidos sobrerrepresentados es una manera de encontrar posibles motivos 
implicados en alguna función reguladora. Para detectar oligonucleótidos sobrerrepresentados, en el 
conjunto de las UTRs 5´de lipocalinas, se utilizó el algoritmo de análisis de oligonucleótidos “oligo 
analysis”, disponible en “RSA tools”  [9]. Se analizaron palabras de 6, 7 y 8 nucleótidos en las 
secuencias de las UTRs 5´de lipocalinas humanas y de ratón (ver métodos). 
Los resultados de aplicar dicho algoritmo a las UTRs 5´de las lipocalinas de estas dos especies 
demuestran que hay un cierto número de oligonucleótidos sobrerrepresentados (con mayor número 
en  humano,  ver  datos  en  tablas  4  y  5),  que  pueden  considerarse  significativos  por  su  baja 
probabilidad esperada de ocurrencia, la cual viene dada por un “indice de significación” mayor que 
“0”. 
El análisis de los datos de las UTRs 5´de lipocalinas humanas revela que algunos oligos (de igual o 
diferente  longitud)  solapan  entre  sí,  siendo esta  una  propiedad  que  muestran  diversos  motivos 
confirmados  experimentalmente [9].  Además,  la  circunstancia  de que  estos  oligos  sean los  que 
ocupan las primeras posiciones respecto a su significación,  nos permite considerar a estos como los 
candidatos más probables a representar motivos reguladores. 
En la tabla 6 se han representado dichos motivos, indicándose en mayúsculas el oligo que muestra 
un nivel de significación mayor dentro de cada hipotético motivo. Observamos en dicha tabla que 
no se produce un aumento de la significación con el aumento del tamaño del óligo, sino que el 
mayor nivel se encuentra en el  tamaño de 6 o 7 nucleótidos.   Esto es un indicio de que estos 
motivos no deben formar parte se secuencias de mayor tamaño, sino que tienen su propia identidad, 
en un rango de tamaño entre 6 y 8 nucleótidos.
Tabla 4 .  Oligonucleótidos sobrerrepresentados, 
de tamaño 6, 7 y 8 nt, en las UTRs 5´de 
lipocalinas humanas
Observado Esperado
TGCCAG 16 2.77 3.77
CTGGCA 16 2.77 3.77
GGGTGG 17 4.15 2.13
CCACCC 17 4.15 2.13
CCTGGC 20 5.69 2.02
GCCAGG 20 5.69 2.02
AGGGCC 13 2.61 1.82
GGCCCT 13 2.61 1.82
CCCGGA 9 1.29 1.44
TCCGGG 9 1.29 1.44
GGTCCC 11 2.18 1.13
GGGACC 11 2.18 1.13
GCAGGG 14 3.96 0.55
CCCTGC 14 3.96 0.55
GCCCAG 17 6.03 0.12
CTGGGC 17 6.03 0.12
CCCAGC 20 7.82 0.12
GCTGGG 20 7.82 0.12
GACTCG 5 0.52 0.08
CGAGTC 5 0.52 0.08
GGCCAG 14 4.41 0.08
CTGGCC 14 4.41 0.08
Observado Esperado
GCCACCC 8 0.74 1.71
GGGTGGC 8 0.74 1.71
GGCCCTG 9 1.18 1.17
CAGGGCC 9 1.18 1.17
CTGGCAG 8 0.94 0.98
CTGCCAG 8 0.94 0.98
CCAGCTC 8 1.11 0.44
GAGCTGG 8 1.11 0.44
GCTGTCC 6 0.57 0.32
GGACAGC 6 0.57 0.32
GGTCCCT 6 0.59 0.26
AGGGACC 6 0.59 0.26
GCCCGGA 5 0.36 0.21
TCCGGGC 5 0.36 0.21
CCGCTGG 5 0.36 0.19
CCAGCGG 5 0.36 0.19
Observado Esperado
AGGGACCT 5 0.16 1.27
AGGTCCCT 5 0.16 1.27
CTGGCAGG 6 0.31 1.24
CCTGCCAG 6 0.31 1.24
CCCAGCAA 5 0.24 0.48
TTGCTGGG 5 0.24 0.48
GCCGCTGG 4 0.13 0.15










CTGGCAgg 3,77 1,71 1,24
ccTGCCAGg 3,77 0,98 1,24
gCAGGGCC 0,55 1,17 -
gCCACCC 2,13 1,71 -
En  la  tabla  7  se  muestran  las  lipocalinas  humanas  en  cuyas  UTRs  5´aparecen  los  oligos  más 
Observado Esperado
CTTGGG 12 2.04 2.18
CCCAAG 12 2.04 2.18
GGGTGG 11 2.54 0.54
CCACCC 11 2.54 0.54
Observado Esperado
TGCCCAG 6 0.64 0.04






Tabla 5 . Oligonucleótidos sobrerrepresentados, de tamaño 
6 y 7 nt, en las UTRs 5´de lipocalinas de ratón.
Tabla 6 . Motivos hipotéticos, formados por solapamiento de oligonucleótidos, en las UTRs 5
´de lipocalinas humanas. Para cada motivo se indica el índice de significación del 
oligonucleótido más representativo. Se muestra subrayado el índice de mayor valor en cada 
caso.
significativos, referidos a los oligos de la tabla 6. Observamos que dichos oligos se dan con más 
frecuencia  entre  las  lipocalinas  más ancestrales como Apo-D,  Apo-M,  Ptgds y Rbp4,  aunque 
alguno de los oligos se presentan también en lipocalinas evolutivamente más recientes (Lcn1, Lcn2, 
Lcn8, Lcn12 y ORM).
En el caso de los oligos sobrerrepresentados de ratón comprobamos que uno de ellos “CCACCC” 
está  tambien  sobrerrepresentado  en  humano  y  lo  hace  en  las  UTRs  5´de  algunas  lipocalinas 
comunes  a  ambas  especies  (ver  tabla  8).  Otro  de  los  óligos  de  ratón  “CTGGGCA”  es  muy 
semejante al oligo “CTGGCA” humano, e igualmente se presenta en algunas lipocalinas comunes a 
ambas especies (ver tabla 8).
Oligos Lipocalinas Humanas
CTGGCA Ptgds (j); Rbp4 (b) y Orm (b)
TGCCAG Ptgds (j); Rbp4 (b), Apo-M (d); Lcn2 (b2); Lcn12 (c); Lcn1 (b) y 
Lcn8 (e)
CAGGGCC Ptgds (j); Rbp4 (b) y Lcn8 (e)
CCACCC Apo-D (a, b, c y d);  Ptgds (j);  Rbp4 (b) y Lcn2 (b2)
Oligos Lipocalinas de Ratón
CTGGGCA Apo-D (b, c ye ); Ptgds (d) y Rbp4 (a)
CCACCC Apo_D (e); Rbp4 (d) y Apo-M (a)
Se analizó la posición que ocupan los oligos, mencionados en las tablas 7 y 8, en las UTRs 5´de las 
diferentes lipocalinas donde se presentan y no pudo encontrarse, en ninguno de ellos, una tendencia 
clara a ocupar una posición preferente en dichas regiones. 
Tabla 7. Oligonucleótidos más representativos en humano y variantes en las que aparecen
Tabla 8. Oligonucleótidos más representativos en ratón y variantes en las que aparecen
Para el caso concreto de Apo-D,  si se constata que el motivo “CCACCC” aparece en el extremo 3
´de la UTR 5´, tanto en humano como en ratón. En el alineamiento múltiple de las regiones UTRs 5
´ ortólogas de Apo-D de mamíferos  puede identificarse dicho motivo dentro de un bloque donde la 
secuencia esta muy bien conservada (ver figura 4). Al introducir dicho motivo en la base de datos de 
miARNs TargetScan [14], si bien no se correponde con la diana de ningún miARN conocido,  es 
clasificado como un sitio conservado de un posible miARN en las UTRs 3´ortólogas de 103 genes 
humanos.
Al introducir los otros motivos de la tabla 7 en TargetScan [14] se obtiene para “CTGGCA” y 
“TGCCAG” la clasificación de sitios conservados de nuevos miARNs en las  UTRs 3´ ortólogas de 
más de 100 genes humanos. Para el motivo “CAGGGCC” se obtiene que es una diana de miR-
1291, siendo un sitio poco conservado y una familia de miARN también poco conservada.
Estos resultados, que deben ser tomados con cautela ya que TargetScan está basado en el análisis de 
la  conservación  de  estas  dianas  en  las  UTRs  3´  y  no  en  UTRs  5´,  nos  sugieren  que  los 
oligonucleótidos  mencionados,  con  cierta  probabilidad,  podrían  ser  dianas  de  micro-ARNs 
desconocidos. La presencia de dianas de miARNs requiere un análisis más específico y detallado 
que se realiza en el siguiente apartado.
Figura 4. Alineamiento múltiple de secuencias ortólogas de la UTR 5´ de 
Apo-D de mamíferos. Sólo se muestra la región donde se encuentra el 
motivo CCACCC. En verde bloque donde se encuentra el motivo, en rojo 
codón de inicio de la secuencia codificante.
3.4.- Dianas de micro ARN en las UTRs 5´de lipocalinas
Las  dianas de  miRNAs,  aunque más frecuentes en las UTRs 3´, también pueden presentarse en las 
UTRs 5´ [ 10, 11]. Con el objeto de predecir la existencia de dianas de miARNs en las regiones 
UTRs 5´de las lipocalinas, se sometieron dichas regiones a un análisis mediante el algoritmo PITA 
de Segal Lab [13] . Dicho algoritmo se considera muy eficiente, ya que además del apareamiento de 
bases entre el miARN y su diana, considera aspectos energéticos de la interacción entre estos dos 
elementos (ver métodos).
Los resultados obtenidos tras estos análisis realizados sobre las UTRs 5´de lipocalinas, con el citado 
algoritmo,  se muestran en las tablas 9 y 10. Se han representado los datos para humano y ratón de 
forma  conjunta  en  dichas  tablas,  siendo  el  criterio  para  separarlos  en  ellas  dos,   la  existencia 
diversidad en su UTR 5´(tabla 9) frente a las que no la presentan (tabla 10). 
Como hecho más destacable puede observarse (ver tabla 9) que en las lipocalinas que muestran más 
variación en su UTR 5´ (que pueden considerarse las más ancestrales) es donde más frecuente se 
dan dianas de miARN muy accesibles(ya que cumplen los valores establecidos para ddG y dGopen 
simultáneamente, ver métodos). Mientras que en las lipocalinas que presentan UTRs 5´ con nula o 
escasa  variabilidad, sólo en unas pocas son predichas dianas de miARN de este tipo y el número de 
dichas dianas en ellas es significativamente más escaso (ver tabla 10). 
Comprobamos  también  que,  como  es  de  esperar,  hay  diferencias  en  el  número  de  dianas  de 
miARNs entre las UTRs 5´ alternativas de una misma lipocalina. En estas lipocalinas, cuyas UTRs 
5´ presentan diversidad deberíamos de esperar, dado el hipotético diferente papel regulador de las 
formas  alternativas,  que  hubiese  pocas  coincidencias  entre  las  dianas  presentes  en  dichas 
alternativas. Para ello se buscaron, entre las dianas más accesibles, cuales eran compartidas por las 
diferentes UTRs 5´alternativas de una misma lipocalina. Los resultados, que se muestran en la tabla 
11,  nos  indican  que  existe  un  cierto  número  de  coincidencias,  aunque  a  pesar  de  ello  sigue 
existiendo suficientes diferencias en la dianas que presentan las formas alternativas, a excepción de 
en la lipocalina Ptgds humana (ver tabla 11).
UTR 5´ Variantes 
Nº dianas accesibles
( ddG < -10 
Kcal/mol)
Nº dianas muy accesibles
(ddG < -10  y 





























Apom_Ratón a 14 3
Tabla 9. Dianas de miARN predichas por PITA en las UTRs 5´de lipocalinas que presentan diversidad 
en dicha región.
UTR 5´ Nº dianas accesibles
( ddG < -10 Kcal/mol)
Nº dianas muy accesibles
(ddG < -10 







Especie Dianas de miARN en UTR 5
´alternativas




    - variante a: 5
    - variante b: 2
    - variante c: 7
2 entre variantes b y c
Ptgds
    - variante c: 3
    - variante j: 3
3 entre variante c y j
Ratón
Apo-D
       -variante b: 5
       - variante c: 3
       - variante d: 2
       - variante e: 5
7 entre diversos pares de las 
variantes
Tabla 10. Dianas de miARN predichas por PITA en las UTRs 5´de lipocalinas que presentan nula 
o escasa diversidad en dicha región.
Tabla 11.Dianas de miARN (solo dianas más accesibles) comunes entre las UTRs 5´alternativas de 
ciertas lipocalinas
3.4.1.- Realidad biológica de las dianas de miARNs en las UTRs 5´de lipocalinas
Dado  que  la  longitud  de  las  UTRs  5´de  las  lipocalinas  es  variable,  cabe  considerar  que  las 
diferencias encontradas en el número de dianas de miARN, de ser estas falsos positivos,  puedan ser 
debidas a la mayor o menor longitud de estas y por lo tanto a la mayor o menor probabilidad de su 
aparición.  Utilizando  los  datos  de  todas  las  UTRs  5´de  lipocalinas  de  humano  y  ratón, 
conjuntamente,   no se encuentra una correlación significativa entre la longitud de la UTR y el 
número de dianas (r = 0.154; p = 0.472), (ver figura 5). 
Otro  factor  que  podría  considerarse  que  tuviese  alguna  influencia  es  la  energía  mínima  de 
plegamiento (MFE) de la estructura 2D de la UTR 5´.  A mayor valor de la MFE global de la UTR 5
´, podríamos esperar una mayor dificultad de que se deshaga dicha estructura para que se forme el 
apareamiento entre el miARN y su diana. Utilizando la misma muestra de UTRs 5´ que para la 
longitud no se observa tal  correlación entre  la  MFE de las  UTRs 5´y el  número de dianas de 
miARN presentes ( r = 0.033; p = 0.878), (ver figura 6). 
Estos resultados nos permite rechazar la hipótesis de que las diferencias en el número de dianas  de 
miARN encontradas sea debida a diferencias en la longitud o en la MFE de las UTRs 5´, y por lo 
tanto debe responder a necesidades de regulación de las diferentes lipocalinas.
Figura 5. Relación entre el número de 
dianas de miARN encontradas y la 
longitud de la UTR 5´. En rojo línea de 
regresión, en azul intervalo del 95% 
confianza
Figura 6. Relación entre el número de 
dianas de miARN encontradas y la MFE de 
la UTR 5´. En rojo línea de regresión, en 
azul intervalo del 95% confianza Se han 
representan los valores de MFE en 
positivo.
3.5.- uAUGs y uORFs en las UTRs 5´de lipocalinas
La presencia en las UTRs 5´ de codones de inicio corriente arriba (uAUG) y de marcos de lectura 
abiertos, también corriente arriba (uORF), es interpretada generalmente como un mecanismo de 
regulación  negativa  de la  traducción  [15,  16 y 17].  Por  ello  es  importante  el  estudio  de  estos 
elementos en dichas regiones.
Los  resultados  del  análisis  realizado sobre  uAUGs y  uORFs  presentes  en  las  UTRs 5´  de  las 
lipocalinas de humano y ratón (ver métodos) se muestran en las tablas 12 y 13. En humano se 
observa la existencia de uAUGs en una gran mayoría de las lipocalinas, incluidas sus distintas 
alternativas. Es de destacar que en muchos casos los uAUGs dan lugar a uORFs. Se observa además 
que un número considerable de las UTRs 5´ presentan más de un uORF. 
En ratón se observa que hay un menor número de lipocalinas que presentan uAUGs (ver tabla 13), 
pero las que los presentan, en la mayoría de casos, estos dan lugar a uORFs. También observamos, 
al igual que en humano,  que hay un alto porcentaje de UTRs 5´que presentan más de un uORF.
Aunque se ha podido comprobar experimentalmente que uORFs de diferente tamaño y posición en 
la UTR 5´ pueden ejercer un efecto de inhibición sobre la traducción,  hay ciertas propiedades de 
los uORFs que han demostrado tener  un mayor efecto en el  grado inhibición de la síntesis  de 
proteínas [20]. Son las siguientes:
– El contexto del uAUG, de forma que en un contexto “fuerte” se produce una mayor 
inhibición que en uno “débil”.
– La distancia a la caperuza del extremo 5´, de manera que a mayor distancia del uORF 
respecto a esta se produce una mayor inhibición.
– La presencia  de  múltiples  uORFs,  produciendose  una  mayor  inhibición  a  un  mayor 
número de los mismos.
– La conservación evolutiva de los uORFs, siendo mayor el efecto inhibitorio a mayor 
conservación de los mismos.
En las tablas 12 y 13 observamos, especialmente en humano, que la mayoría de uORFs presentan 
un  contexto  adecuado,  e  incluso  algunos  muestran  un  contexto  óptimo.  Por  otra  parte  hay un 
porcentaje elevado de UTRs 5´ de lipocalinas donde existe más de un uORF, concrétamente en 
humanos representan un 60 %, mientras que el porcentaje en la globalidad de transcritos humanos 
que los presentan en sus UTRs 5´ es de un 50 %´[20].
optimo
a 4 3 1 2 0
1 1 0 1 0
2 1 1 0 0
d 3 2 0 2 0
0 0 0 0 0
4 4 0 2 2
11 5 1 3 1
Rbp4 1 1 1 0 0
1 1 0 1 0
d 0 0 0 0 0
d 6 5 0 2 3
e 2 2 0 2 0
Lcn12
a 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
1 1 0 1 0
Lcn8 e 3 3 0 1 2
Orm2
0 0 0 0 0













Tabla 12. Número de uAUGs y de los correspondientes uORFs(en caso de haberlos) de las UTRs 5´de 
lipocalinas humanas estudiadas, incluidas todas sus alternativas. Se indica la fortaleza del contexto 
de los uAUGs encontrados (en relación a la secuencia consenso de Kozak).
La distancia entre la caperuza y los uORFs presentes en las UTRs de las lipocalinas se muestra en 
las gráficas de las figuras 6 y 7. En estas se ha representado la posición relativa de los uORFs dentro 
de la secuencia de las UTRs 5´. Como se observa en las gráficas una gran parte de los uORFs se 
muestra en posiciones centrales (2º cuarto en humano y 2º y 3º cuarto en ratón) de la UTR 5´, por lo 
que  su  posición  es  suficientemente  distante  de  la  caperuza.  También  se  aprecia  claramente  la 
escasez  de  uORFs  en  las  proximidades  de  la  secuencia  codificante.  Esto  puede  ser  un  factor 
importante a la hora de que el ribosoma disponga de espacio para reiniciar su escaneo a lo largo del 
ARNm hasta encontrar el AUG principal [21].
Respecto a la longitud de los uORF presentes en las UTRs 5´ de las lipocalinas existe una gran 
variabilidad, como puede observarse en las figuras 8 y 9. Si bien hay una frecuencia considerable de 
uORFs de gran longitud, de forma más destacada en humano. El valor medio de longitud de uORF 
en el conjunto de transcritos, tanto de  humano, como de ratón es de  48 nt [20], mientras que en las 
lipocalinas es de  80.51 nt para humano y de 65.77 nt para ratón,  ambos valores ampliamente 
superiores. 
optimo
1 1 0 1 0
2 2 0 2 0
d 2 2 0 2 0
e 2 1 1 0 0
0 0 0 0 0
d 2 2 1 0 1
a 14 8 0 2 6
C8g 6 6 1 1 4
4 4 1 1 2








Tabla 13. Número de uAUGs y de los correspondientes uORFs(en caso de haberlos) de las UTRs 5´de 
lipocalinas de ratón estudiadas, incluidas todas sus alternativas. Se indica la fortaleza del contexto 
de los uAUGs encontrados (en relación a la secuencia consenso de Kozak).














































Figura 6. Frecuencia de las posiciones que 
ocupan los diferentes uORFs en las UTRs 5´de 
lipocalinas humanas.
Figura 7.  Frecuencia de las posiciones 
que ocupan los diferentes uORFs en las 
UTRs 5´de lipocalinas de ratón.
Figura 8.  Frecuencia del tamaño de 
los diferentes uORFs en las UTRs 5´de 
lipocalinas humanas
Figura 9.  Frecuencia del tamaño de 
los diferentes uORFs en las UTRs 5´de 
lipocalinas de ratón.












Se observa otra peculiaridad en los uORFs de lipocalinas, además de su mayor longitud media, y es 
que estos elementos muestran una claro incremento de su longitud en relación a la mayor fortaleza 
del contexto del AUG de la secuencia codificante (figura 10).  El hecho de la mayor longitud media 
de los uORFs de lipocalinas frente  a la  globalidad de transcritos y su aparente relación con la 
fortaleza del contexto del AUG son signos que nos llevan a valorar que la longitud de los uORF 
podría ejerce un importante el papel regulatorio en las lipocalinas. 
En cuanto a las UTRs 5´alternativas que muestran las lipocalinas, éstas poseen patrones específicos 
de uORFs, con diferencias claras entre ellas, en alguna o varias de las propiedades ya mencionadas: 
el número de uORF, la longitud de los mismos, la distancia a la caperuza o el contexto del uAUG. 
En la tabla 14 y en la figura 11 se representan los datos para las UTR 5´alternativas de Apo-D 
humana,  donde  a  modo  de  ejemplo  se  observan  las  diferencias  mencionadas.  Estas  diferentes 
combinaciones de parámetros de los uORFs es de esperar,  den lugar regulaciones de la traducción 
de  diferente  intensidad,  según  las  necesidades  celulares  en  que  son  expresados  los  diferentes 
transcritos.
























Figura 10. Relación entre el contexto (0= 
inadecuado. 1= adecuado, 2= óptimo) del AUG 
principal y la longitud de los uORFs presentes 







Apod-a-1 111 óptimo 60
Apod-a-2 198 adecuado 12
Apod-a-3 178 adecuado 294
Apod-b-1 102 adecuado 129
Apod-c-1 63 óptimo 27
Apod-d-1 27 adecuado 12









Tabla 14.  Diferente composición de uORFs en las UTRs 5
´alternativas de Apo-D humana
Figura 11. Representación gráfica de los diferentes uORFs presentes en las diferentes UTRs 5
´alternativas de Apo-D humana.
3.5.1.- Conservación de uAUGs y de uORFs
La conservación de uAUGs y uORFs entre las UTRs 5´ ortólogas de las diferentes lipocalinas de 
mamíferos supondría un argumento a favor de que dichos elementos tuviesen relevancia biológica. 
Aplicando los criterios mencionados en métodos pudo detectarse la presencia de uAUGs y uORFs 
ortólogos en las UTRs 5´de las lipocalinas Apo-d, Ptgds y Apom. En la tabla 15 se muestra la 
proporción de los uAUGs y uORFs conservados en las UTRs 5´ortólogas de mamíferos de estas 
lipocalinas. En las tablas 16 a 18 se muestran los detalles de los uORFs considerados ortólogos para 
las diferentes lipocalinas.
Como se observa en estos datos (tabla 15), para estas lipocalinas,  la porporción de uAUG y uORF 
conservados entre mamíferos es considerable, siendo claramente mayor para los uORFs humanos 
que para los de ratón. En las tablas se observa que en Apo-D los uORFs ortólogos se encuentran 
hasta en cuatro especies de mamíferos,  reforzando la  idea de la relevancia biológica de dichos 
elementos.
Lipocalinas





Especies con uAUGs 
y/o uORFs ortólogos
UTR 5´Apod_a_humano 3/4 3/3 A.  melanoleuca,  U. 
americanus,  B. taurus,  S. 
scrofa
UTR 5´Apod_d_ratón 2/2 1/2 A.  melanoleuca,   U. 
americanus, H. sapiens
UTR 5´ Ptgds_g_humano 1/4 1/4 P. paniscus
UTR 5´ Ptgds_j_humano 5/10 4/5 N. leucogenes, P. anubis
UTR 5´ Ptgds_d_ratón 1/2 0/2 N. leucogenes
UTR 5´ Apom_d_humano 5/6 4/5 M. putorius, C. lupus, M. 
musculus
UTR 5´ Apom_a_ratón 4/8 3/6 M. putorius, C. lupus, H. 
sapiens
Tabla 15. uAUGs y uORFs conservados entre diferentes especies de mamíferos, en las lipocalinas: 
Apo-D, Ptgds y Apom.
uORF ortólogos dist uAUG-AUG nº codones
>5utr_Ptgds.g_hum_4 114 127(s cds)
P. paniscus 113 81(s cds)
5utr_Ptgds.j_hum_1 1126 3
N. leucogenes 738 3
P. anubis 1126 3
5utr_Ptgds.j_hum_2 1092 18
N. leucogenes 704 17
P. anubis 1091 18
5utr_Ptgds.j_hum_3 1048 68
P. anubis 1047 68
5utr_Ptgds.j_hum_5 458 119
P. anubis 449 112
432 6
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Tablas 16, 17 y 18. Datos de los diferentes uORFs considerados 
























A. melanoleuca 57(s cds)
U. americanus 60(s cds)
B. taurus 168(s cds)
3.5.2.- Posibilidad de la formación de peptidos bioactivos resultantes de  la traducción de  uORFs
La idea más aceptada sobre el papel de los uORFs, al igual que para los uAUGs, es que tienen un 
efecto inhibitorio sobre la traducción, al retrasar o entretener la actividad del ribosoma de su unión 
al  AUG principal (según el  modelo  leaky scanning  [33]).  Igualmente los uORFs puenden estar 
implicados en una terminación prematura de la traducción del ARNm, mediante su efecto facilitador 
del mecanismo de NMD [21]. 
Por  otra  parte,  de  forma  más  alternativa,  se  han  encontrado  evidencias  de  que  los  péptidos 
resultantes de la traducción de algunos uORFs podrían tener un papel regulador, actuando ellos 
mismos sobre la eficiencia del ribosoma o sobre la estabilidad del ARNm [23]. Así mismo se ha 
constatado la presencia de un número considerable de uORFs conservados entre los genomas de 
humano y ratón y que además muestran una proporción elevada de sustituciones “sinónimas / no 
sinónimas” (una proporción mayor que “1” es interpretado como resultado de selección positiva). 
Hechos que sugieren que los péptidos resultantes pueden tener un papel bioactivo  [24].
Para encontrar algún indicio de péptidos que puedan tener este papel en las UTRs 5´de lipocalinas 
se  realizó  un  análisis  sobre  los  uORFs  ortólogos  previamente  encontrados  en  ellas.  Una  vez 
seleccionados los alineamientos de estas secuencias ortólogas, estas se sometieron al análisis de 
sustituciones sinónimas y no sinónimas (ps/pn) mediante el programa SNAP  [25] (ver métodos).
uORF ortólogos Nº de aminoácidos 
del péptido
Proporción sust.















Tabla 19. Número de aminoácidos y proporción de sustituciones sonónimas/no sinónimas 
(ps/pn) de los uORFs ortólogos cuyas secuencias se encuentran conservadas en mamíferos.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 19. Hay dos uORFs, uno en la UTR 5´de Apo-D 
(variante humana “a”) y otro en la de Apo_M (variante “d” humana y “a” en ratón) que tienen 
valores de “ ps / pn” superiores a 1. En una investigación, ya mencionada,  se encontró que el valor 
medio de ps/pn obtenido, para un conjunto de uORFs conservados entre humano y ratón,  es de 1,65 
[24], mientras que se obtuvo un valor de ps/pn de 0.99 en un conjunto de secuencias de contraste 
generadas  artificialmente (con valores  que oscilan  entre  0.70 y 1.36).   A la  luz de  estos  datos 
podemos concluir que al menos en el caso del uORF-1 de la UTR 5´ de  Apo-D(a) humana hay 
claros signos de selección positiva, siendo así el peptido resultante un candidato a cumplir algún 
papel en la regulación de la traducción de dicha lipocalina. En la figura 12 se muestra el grado de 
consenso de este péptido entre las diferentes especies.
4. - Discusión
La aplicación del modelo CART nos ha permitido establecer una primera clasificación de las 
UTRs 5´de las lipocalinas de mamíferos. Hemos encontrado para las lipocalinas Ptgds y Rbp4, en 
las dos especies estudiadas, y  Apom, Lcn1 y Lcn12 sólo en humanos, que presentan  UTRs 5
´alternativos que pertenecen, como cabría esperar,  a clases diferentes: clase I o III alternativamente 
(siendo las primeras inhibidoras de traducción y las segundas con expresión elevada).  En otras 
lipocalinas encontramos que esto no ocurre. El caso más llamativo es Apo-D que, tanto en humano 
como en ratón,  presenta el mayor número de variantes en su UTR 5´ y todas pertenecen a la “clase 
I”. La explicación que podemos dar a dicha circunstancia es que en estas UTRs 5´ alternativas 
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Figura 12. Alineamiento múltiple y consenso del péptido uORF(1) de la UTR 5
´de Apo-D(a)  humana  y sus ortólogos en mamíferos.
existan diferentes elementos, como uORFs , miARNs u otros,  que sean los responsables de un 
efecto inhibitorio más o menos acusado entre las distintas variantes, o bien que dicho efecto sea o 
no ejercido en función de la presencia o ausencia de factores que interaccionen con la UTR 5´ en 
ciertos tipos celulares o condiciones fisiológicas. De ser esto correcto podríamos afirmar que la 
expresión de estas proteínas necesita de una regulación muy fina.
Respecto a la existencia de dianas de miARN en las UTRs 5´ de lipocalinas el objetivo que se ha 
perseguido  es  conocer  en  qué  medida  en  dichas  regiones  existen  secuencias  complementarias 
accesibles a hipotéticos miARNs conocidos, para así tener una idea de la importancia que este tipo 
de regulación puede estar teniendo en ellas.  Para la predicción de dianas de miARNs en las UTRs 5
´de  lipocalinas  hemos  utilizando  un  algoritmo  (PITA)  que  considera  aspectos  energéticos  del 
apareamiento entre un miARN y su diana,  y aún habiendo aplicando un criterio restrictivo en el 
valor del balance energético de este apareamiento (ddG < - 10 Kcal/mol), son predichas un número 
considerable de dichas dianas en las UTRs 5´de las lipocalinas. Incluso aplicando un segundo filtro 
a  estos  datos  obtenidos  (ddG<  -10  y  dGopen  >  -10  Kcal/mol),  que  indicaría  apareamientos 
(miARN-diana)  altamente  accesibles,   se  siguen  obteniendo  un  número  de  dianas  de  miARN 
considerable.  El número de dianas predichas es,  por lo general,   mayor en las lipocalinas que 
muestran mayor diversidad en su UTR 5´,  necesitadas hipotéticamente de mayor regulación,  en 
comparación con las que muestran escasa o nula variabilidad en dicha región. Así mismo, como 
cabría esperar,  se encuentran diferencias en el número y tipo de dianas de miARN entre las UTR 5
´alternativas de una misma lipocalina, aunque en algunos casos dichas variantes presenten dianas 
comunes.
Si a las circunstancias anteriores añadimos el hecho de que el número de dianas de miARN no 
muestre una correlación significativa con la longitud de las UTRs 5´ni con la MFE de las mismas, 
encontramos un respaldo a la hipótesis de que estas dianas tengan realmente una función regulatoria 
de la expresión génica de las lipocalinas donde son predichas. La importancia que puedan tener las 
dianas  de  miARN  en  el  papel  regulatorio  de  las  UTRs  5´será  mejor  ponderada  cuando  sean 
comparadas con los resultados obtenidos para las UTRs 3´, aspecto que se trata en el siguiente 
capítulo.
Un número importante de UTRs 5´de lipocalinas presentan uAUGs, que en numerosos casos dan 
lugar a uORFs, existiendo con frecuencia varios de ellos en una misma UTR 5´. Esto ocurre en un 
mayor número de casos en lipocalinas humanas al comparar con las de ratón. También claramente 
esto es más frecuente entre las lipocalinas que presentan mayor diversidad en su UTR 5´.
Si bien cualquier uORF es de forma potencial capaz de inhibir la síntesis de proteína, en conjunto 
los uORFs presentes en las UTRs 5´de las lipocalinas,  presentan unas caracteristicas (entre otras: 
longitud, el nº de uORFs y su posición en la UTR 5´) compatibles con un efecto inhibidor de la 
traducción importante. Si a este hecho unimos que hemos podido poner de manifiesto la existencia 
de uORFs ortólogos, al menos en algunas lipocalinas, podemos concluir que los uORFs existentes 
en las UTRs 5´ de lipocalinas de mamíferos son buenos candidatos a ejercer un papel regulador 
manteniendo bajos los niveles de la proteína correspondiente.  Las diferencias encontradas entre 
UTRs 5´alternativas de una misma lipocalina, respecto al número y tipo de uORFs, nos sugiere que 
está teniendo lugar en ellas un ajuste fino de la traducción.
Se  ha  encontrado  que  existe  un  importante  número  de  uORFs  conservados  en  mamíferos.  La 
existencia  de  una  proporción  de  uORFs  no  conservados  puede  estar  indicándonos  un  papel 
regulador específico, de los mismos,  en diferentes órdenes de mamíferos. Las mayores diferencias 
encontradas entre ratón y otros mamíferos, respecto a la conservación de estos elementos, podrían 
indicarnos  necesidades  de regulación específicas  del  taxón de roedores.  En este  mismo sentido 
observamos como en Ptgds humana (tabla 18) sólo se encuentran indicios de uORFs ortólogos entre 
primates.  Esto  reforzaría  la  idea  sugerida  de  necesidades  de  regulación  comunes  a  todos  los 
mamíferos, frente a otras específicas, propias de los diferentes órdenes.
En los casos en que los uORFs ortólogos muestran buena conservación entre sus secuencias y que 
además  se  muestran  evidencias  de  que  ha  actuado  una  selección  positiva  en  ellos,  esto  ha  de 
interpretarse como una prueba de que los péptidos resultantes pueden tener un papel bioactivo. En 
nuestro estudio se ha encontrado evidencias de esta situación especialmente en uno de los uORFs 
existente en la UTR 5´de Apo-D(a) humana. Por ello hemos de considerar la posibilidad de que este 
péptido tenga un papel bioactivo, que establecería otro mecanismo adicional de regulación de la 
traducción de dicha lipocalina.
Es conocido que en presencia de codones de terminación prematuros seguidos de intrones tiene 
lugar el mecanismo de degradación de ARNm conocido como NMD. Dado que, las UTRs 5´de las 
lipocalinas  donde  aparecen  en  mayor  frecuencia  los  uORFs,   son  el  resultado  del  splicing  y 
transcripción alternativa de varios exones,  ofrecen la situación típica para que pueda darse este 
mecanismo de NMD [21, 26]. Si bien es sabido que no siempre que se dan estas circunstancias se 
activa  dicho  mecanismo NMD, debido  a  la  entrada  en  juego  de  otros  factores  [27].   Por  ello 
podemos ver en la diversidad de uORFs (en cuanto a número, tamaño y localización) presentes en 
estas lipocalinas una oportunidad para que se establezca cierta regulación mediante la activación o 
no de este mecanismo de NMD. Respecto a esto podemos hacer especial hincapié nuevamente en 
las diferencias,  respecto a los uORFs y composición de exones, entre las UTRs 5´alternativas de 
una misma lipocalina.
Podemos concluir esta discusión diciendo que las UTRs 5´de lipocalinas, especialmente las que 
presentan mayor número de formas alternativas en dichas regiones (que son las lipocalinas más 
ancestrales),  parecen estar fuertemente reguladas mediante la presencia de diversos elementos y 
que esto respondería a las necesidades de un ajuste fino de su expresión génica en diferentes tejidos 
o en diferentes condiciones fisiológicas de cada uno de ellos.
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VPAPEL REGULADOR DE LAS UTRs 3´ DE LIPOCALINAS 
DE MAMÍFEROS
1. - Objetivos 
Los objetivos de este capítulo son los mismos que los expuestos para las UTRs 5´.
2. - Métodos
2.1.- Clasificación de las UTRs 3´de lipocalinas en función de la poliadenilación
Para realizar esta clasificación se determinó, utilizando patrones de búsqueda mediante “dreg” de 
EMBOSS,  la presencia de las señales de poliadenilación (PAS) en las diferentes UTRs 3´, tanto la 
señal  canónica  “AAUAAA”,   como  la  señal  alternativa  “AUUAAA”  y  otra  serie  de  señales 
alternativas menos frecuentes ( AGUAAA, UAUAAA, etc),  según las evidencias existentes [12]. 
Se anotó además la posición que estas señales ocupan en la UTR, estableciéndose en base a esta la 
siguiente clasificación de las PAS: terminal (últimos 50 nucleótidos de la UTR 3´), intermedia (en 
posición central de la UTR) o proximal (desde la mitad de la UTR hacia codón de STOP).
Con estas variables (PAS canónica o alternativa y posición que ocupa en la UTR 3´), y según las 
evidencias de como influyen estos factores en la eficiencia de la poliadenilación [12], se estableció 
una escala relativa de dicha eficiencia: ME (muy eficiente), E (eficiente), PE (poco eficiente). Este 
enfoque, aunque supone una simplificación, nos permite utilizar una escala relativa de comparación, 
con cierta objetividad,  de las eficiencias de la poliadenilación entre las UTRs 3´alternativas de cada 
lipocalina o entre UTRs 3´de diferentes lipocalinas. La tabla de decisión elaborada (tabla 1) para 
establecer la escala de eficiencia se muestra en los resultados.
2.2.- Búsqueda de motivos validados,  en las UTRs 3´
Se utilizó el mismo procedimiento que para las UTRs 5´. Ver métodos del capítulo IV
2.3.- Identificación de dianas de miARN
Se utilizó el mismo procedimiento que para las UTRs 5´. Ver métodos del capítulo IV.
2.4.- Determinación de oligonucleótidos sobrerrepresentados
Se utilizó  el  mismo procedimiento  que  para  las  UTRs 5´.  Ver  métodos del  capítulo.  La  única 
excepción es que el modelo de fondo elegido en este caso fue la composición de nucleótidos de las 
propias secuencias UTRs 3´de las lipocalinas y no las regiones corriente arriba de los genes, por 
motivos evidentes.  Dentro de esta  opción se seleccionó un modelo de Markow de orden 2,  de 
manera que sea tenida en cuenta la dependencia de orden superior (subpalabras dentro de palabras 
mayores) entre residuos vecinos.
3. - Resultados
3.1.- Regulación de la poliadenilación, primera aproximación a la clasificación de las 
UTRs 3´de lipocalinas
La región UTR 3´ de los ARNm se encuentra implicada en numerosos procesos que pueden afectar 
a la  regulación de la expresión génica. Entre estos procesos destacan: el lugar de corte del transcrito 
en su región 3´ y su posterior poliadenilación, la presencia de dianas de miARN, la presencia de 
ciertos  elementos  de  regulación  como  elementos  ricos  en  “AU”  (AREs)  o  diversos  motivos 
estructurales que sirven de sitios de unión a proteínas reguladoras.
Uno de los mecanismos más conocidos de regulación en la región UTR 3´es la poliadenilación. Este 
proceso es fundamental para permitir la adecuada exportación del ARNm del núcleo al citoplasma, 
así como para dar estabilidad al ARNm, favoreciendo su traducción de forma eficiente. Es bien 
conocido  que  la  poliadenilación  viene  determinada  por  señales  de  poliadenilación  (PAS)  en  la 
región  UTR  3´.  La  señal  de  poliadenilación  más  frecuente  (señal  canónica)  es  “AAUAAA”, 
localizada a 10-30 nucleótidos al 5´del sitio de corte y posteriormente se encuentra una secuencia 
rica en G/U a unos 20-30 nucleótidos al 3´del lugar de corte [1]. Los dos complejos multiméricos, el 
de poliadenilación (que se une a la PAS) y el de corte (que se une a la señal rica en G/U) son 
necesarios simultáneamente para que ambos procesos ocurran adecuadamente.
La presencia de señales de poliadenilación alternativas es un fenómeno extendido en eucariotas [2], 
y debido a la relación entre el corte y la poliadenilación, suponen una oportunidad para generar 
ARNms con  UTRs 3´ de diferentes longitudes. Dado que las regiones UTRs 3´son una fuente de 
señales regulatorias, como pueden ser las dianas de miARN, las diferentes UTRs 3´generadas son 
una oportunidad de ejercer una diferente regulación post-trancsripcional.
Alternativamente a la PAS canónica “AAUAAA” y en menor frecuencia se da la señal “AUUAAA” 
[11].  Se  ha  determinado,  más  recientemente,  que  pueden  existir  al  menos  otras  10  posibles 
variaciones de la señal de poliadenilación, todas ellas de menor frecuencia que la señal alternativa 
“AUUAAA” [12].  En este  último estudio  mencionado [12],  con  una  muestra  de  más  de  5000 
ARNms, se  determinó que la PAS que da lugar a una poliadenilación más eficiente es la señal 
canónica (AAUAAA), mientras  que cualquiera  de las otras  señales  no canónicas  muestran una 
poliadenilación menos eficaz. En los casos en que existen PAS alternativas, las más distales (en 
dirección 3´)  son preferentemente la señal canónica, mientras que las proximales (en dirección 5´) 
son preferentemente señales alternativas. También se determinó, en el mismo estudio el efecto de la 
posición de la  señal  de poliadenilación (en caso  de PAS alternativas)  sobre la  eficiencia  de la 
poliadenilación. Se observó que las posiciones más terminales (extremo 3´de UTR 3´) de la señal 
PAS tienen un efecto positivo en la  eficiencia  de la  poliadenilación,  siempre manteniéndose la 
superioridad de la señal canónica frente al resto de las señales alternativas, para una posición dada.
Como primera aproximación al papel que desempeñan las UTRs 3´de las lipocalinas se procedió a 
analizar las PAS que estas presentan y a establecer una clasificación de la eficiencia de las mismas 
en  la  poliadenilación,  usando  la  información  de  las  evidencias  mencionada  anteriormente,   y 
elaborando con ellas una “tabla de decisión” (ver métodos) que se muestra en la tabla 1. 
Los resultados de aplicar esta tabla de decisión a las UTRs 3´de las lipocalinas se muestran en las 
tablas 2 y 3.
Tipo de señal 
poliadenilación
Posición en UTR 3´ Eficiencia relativa de 
poliadenilación
Canónica “AAUAAA”
Terminal (últimos 50 nt) Muy Eficiente: ME
Intermedia Eficiente: E
Proximal (cercana al codón de 
stop)
Poco eficiente: PE
No canónica “AUUAAA” 
u otras minoritarias
Terminal (últimos 50 nt) Eficiente: E
Intermedia o Proximal Poco Eficiente: PE
Observamos en las tablas 2 y 3 que, en las lipocalinas en las que las UTRs 3´ son de cierta longitud 
(generalmente  > 200 nt),   aparecen  varias  señales  de  poliadenilación,   que mostrarían  algunas 
diferencias en la eficiencia de la poliadenilación (según los criterios establecidos en la tabla de 
decisión, ver tabla 1). Cuando se han detectado varias PAS en una misma UTR 3´,  se ha indicado 
en negrita (ver tablas 2 y 3) cual es la eficiencia de poliadenilación esperada, suponiendo que ha 
sido utilizada la señal más al  extremo 3´de dicha UTR. En los casos en que puede haber duda 
debido a varias PAS próximas no se ha resaltado ninguna de ellas.
En los casos en los que se puede interpretar que una UTR 3´alternativa ha sido originada por corte 
alternativo  de otra  variante  de mayor  longitud,  se  ha indicado entre  paréntesis  la  eficiencia  de 
poliadenilación en el contexto de la de mayor longitud.  En los casos de Ptgds humana y ratón y 
Lcn2  humana  no  puede  interpretarse  que  las  UTRs  3´  alternativas  se  originen  por  cortes 
alternativos, sino que se han utilizando ciertos exones de forma alternativa en cada una de ellas. Por 
Tabla 1. Tabla de decisión sobre la eficiencia de la poliadenilación de la UTR 3 .´ Elaborada 
sintetizando los datos del estudio sobre la eficiencia de dicho proceso [12].
ello en estos casos se ha tomado el contexto de cada alternativa para determinar la eficiencia de la 
poliadenilación.
De forma general en las lipocalinas con UTRs 3´ más cortas cortas (generalmente <  200 nt) y que 
no muestran alternativas conocidas, estas poseen una sola PAS que presentan características (tipo de 
PAS y posición en UTR  3´),  que nos permite presuponer que determinan una traducción muy 
eficiente o eficiente. 
Tabla 2. Clasificación de las UTR 3´de las lipocalinas humanas en función del tipo de PAS y 
de la posición que ocupan dentro del UTR 3 .´ ”C”: señal poliadenilación canónica; NC: señal 
no canónica frecuente; “NC*”: otras señales no canónicas poco frecuentes. “ME: 
poliadenilación muy eficiente; “E”: poliadenilación eficiente; “PE”: poliadenilación poco 
eficiente.
Posición PAS Tipo PAS
198 153 C ME
“    “ 198 68 NC* PE
214 191 C ME
178 159 C ME
639 142 C PE
   “   “ 639 510 NC* PE
   “   “ 639 621 NC* E
388 211 NC PE
   “   “ 388 360 NC E
   “   “ 388 112 NC* PE
   “   “ 388 130 NC* PE
186 112 NC* -
186 130 NC* (PE)
121 97 C ME
185 166 NC* E
153 130 C ME
334 315 C ME
3utr_LCN8_e_hum 112 95 C ME
103 78 C ME
133 114 C ME
3utr_C8G_a_hum 193 175 NC E
122 94 C ME














3.2.- Búsqueda de motivos validados,  en las secuencias de UTRs 3´.
Para la búsqueda de posibles motivos reguladores en la región UTR 3´ de las lipocalinas humanas y 
de ratón se sometieron dichas regiones a un análisis mediante la herramienta UTRscan. El resultado 
Posición PAS Tipo PAS
223 203 C (PE)
1149 203 C PE
  “  “ 1149 672 NC PE
  “  “ 1149 1128 NC E
159 139 C ME
  “  “ 159 135 NC* E
614 594 C ME
  “  “ 614 590 NC* E
128 114 NC (PE)
252 114 NC PE
  “  “ 252 225 NC E
117 89 C ME
164 146 NC* E
237 212 C ME
  “  “ 237 216 NC* E
107 85 C ME
78 55 C ME
164 145 C ME
154 136 NC E
113 84 C ME















Tabla 3. Clasificación de las UTR 3´de las lipocalinas de ratón en función del tipo de PAS y de la 
posición que ocupan dentro del UTR 3 .´”C”: señal poliadenilación canónica; NC: señal no canónica 
frecuente; “NC*”: otras señales no canónicas poco frecuentes. “ME: poliadenilación muy 
eficiente; “E”: poliadenilación eficiente; “PE”: poliadenilación poco eficiente.
de este análisis se muestra en la tabla 4. 
En dicha tabla se muestra las señales de poliadenilación detectadas por el algoritmo UTRscan en las 
UTRs 3´de lipocalinas. En la tabla se muestran a modo de ejemplo tres de ellas, aunque fueron 
detectadas  PAS  en  todas  las  UTRs  3´de  lipocalinas  humanas  y  de  ratón.  En  estos  ejemplos 
observamos diferentes PAS: la canónica “AAUAAA”, la no canónica y segunda en importancia 
“AUUAAA”  y  otra  alternativa  menos  frecuente  como  “CAUAAA”.  Detrás  de  cada  PAS  se 
encuentra  una  secuencia  rica  en  “GU”,  necesaria  para  el  correcto  procesado  de  corte  y 
poliadenilación. Estos resultados confirman en una gran proporción las PAS detectadas mediante el 
uso  del  algoritmo  de  patrones  “dreg”  (EMBOSS),  que  fue  el  método  utilizado  en  el  apartado 
anterior,  para  poder  detectar  todas  las  posibles  PAS  alternativas  y  donde  ya  se  trató  más  en 
profundidad este asunto.
UTRs 3´ MOTIVO POSICIÓN SECUENCIA
3utr_Apod_a/b/d_ratón PAS [191,214] AAUAAAcuccggaagcaagucagu 
3utr_Rbp4_b_hum PAS [360,388] AUUAAAuacuggcuucucccaacuuc
cug 
















3utr_Rbp4_b_hum K-BOX [234,241] CUGUGAUU
 
Un segundo motivo encontrado por UTRscan es el motivo MBE (Musashi binding element). Dicho 
motivo  inicialmente  identificado  en  Xenopus  [3]  ha  sido  identificado  posteriormente  en  otros 
vertebrados. En mamíferos ha sido identificado en células madre del sistema nervioso [4]. En estas 
Tabla 4. Motivos predichos por UTRscan en las UTRs 3´de lipocalinas humanas y de ratón
células  ciertos  ARNm  presentan  varias  repeticiones  en  tandem  de  la  siguiente  secuencia  de 
consenso “(G/A)U(n)AGU (n = 1 to 3)” y así puede producirse la unión de la proteína “Msi-1”, la 
cual ejerce un efecto negativo sobre la traducción de los mismos. 
Este motivo MBE es predicho en las UTRs 3´de cinco lipocalinas, en la tabla 4 se muestran las tres 
que presentan repetida la secuencia consenso, si bien en ninguna de ellas se da la repetición en 
tandem que parece necesaria. 
Por otra parte en los ARNm donde se ha comprobado la funcionalidad de dicha secuencia, ésta 
aparece  situada  en  el  bucle  de  estructuras  en  horquilla  típicas  [4],  de  forma  que  queda  muy 
accesible a la proteína de unión “Msi-1”. Se obtuvieron las estructuras secundarias (MFE) de las 
UTRs 3´de lipocalinas, donde es predicho el motivo MBE,  y en ningún caso se encontró que la 
secuencia consenso estuviese situada,  de forma nítida,   en el  bucle de estructuras en horquilla, 
como sería de esperar de ser funcional. En las figuras 1 y 2 se muestran ejemplos de las estructuras 
2D de las UTR 3´de lipocalinas que contienen al motivo aludido.
Figura 1. Estructura 2D MFE de la UTR 3´_apod_c_ratón predicha por 
RNAfold. En rojo se indica la posición del motivo MBE dentro de esta 
estructura. Sólo se muestra la región donde aparece el motivo.
Por último un tercer motivo predicho por UTRscan en la UTR 3´de Rbp4_b_humana es el motivo 
K-BOX. No parece esta una predicción correcta ya que el motivo funcional está formado por una o 
más copias de la secuencia “UGUGAU” que aparece, junto con otros motivos (Brd-box y GY-box), 
en las UTRs 3´de  ciertos genes de Drosophila [5]. Este motivo parece implicar la formación de un 
duplex de ARN que contiene una secuencia complementaria a ciertos miARN, mediando así en una 
regulación pos-transcripcional negativa.
3.3.- Oligonucleótidos sobrerrepresentados
Como  ya  se  comentó  en  el  capítulo  de  las  UTRs  5´el  análisis  de  los  oligonucleótidos 
sobrerrepresentados es una manera de encontrar posibles motivos implicados en alguna función 
reguladora. Para detectar oligonucleótidos sobrerrepresentados, en el conjunto de las UTRs 3´de 
lipocalinas, se procedió con el mismo algoritmo y método que para las UTRs 5´(ver métodos).
Los resultados muestran que hay un determinado número de oligonucleótidos sobrerrepresentados 
en ambas especies (ver tablas 5  y 6) alcanzando algunos de ellos elevados índices de significación.
Figura 2.  Estructura 2D (MFE) de la UTR 3´_rbp4_d_ratón 
predicha por RNAfold. En rojo se indica la posición del motivo 
MBE dentro de esta estructura. Sólo se muestra la región donde 
aparece el motivo.
Observado Esperado
AAUAAA 8 0.1 9.48
AUAAAG 6 0.17 4.24
UAAAGA 6 0.23 3.44
AUAAAC 4 0.15 1.42
AGAUAA 4 0.18 1.13
CAUAAA 4 0.22 0.8
AAAUAA 3 0.1 0.56
AUUAAA 3 0.1 0.48
UAAACU 4 0.28 0.39
AUAAAGA 5 0.03 5.93
AAUAAAC 4 0.03 4.06
AAAUAAA 3 0.02 2.49
AAUAAAG 3 0.03 1.77
AUAAACU 3 0.04 1.47
CAUAAAG 3 0.08 0.69
UAAAGAG 3 0.08 0.61
UAUUAAA 2 0.01 0.59
UUAUUAA 2 0.01 0.54
CCAUAAA 3 0.09 0.51
AUUAAAU 2 0.02 0.37
GCACACA 5 0.5 0.28
GAAUAAA 2 0.02 0.07
AAUAAACU 3 0.01 3.53
CAUAAAGA 3 0.02 2.69
UAAAGAGC 3 0.02 2.05
UAUUAAAU 2 0 2.03
UUAUUAAA 2 0 1.86
UAAAGAUA 2 0 1.48
AAGAUAAU 2 0.01 1.25
AUAAAGAU 2 0.01 1.25
AAAUAAAC 2 0.01 1.24
AAUAAAGA 2 0.01 1.1
AUGUCUGU 3 0.05 1.07
UGAAUAAA 2 0.01 0.98
CCCUGCCC 8 1.21 0.84
GUCAGUGA 3 0.07 0.64
AUAAAGAG 2 0.01 0.6
CUGAAUAA 2 0.02 0.27
UCUCAGCC 4 0.27 0.19
AGAGCUUC 3 0.1 0.19
CCUGCCCC 7 1.21 0.01





Tabla 5. Oligonucleótidos sobrerrepresentados, 
de tamaño 6, 7 y 8 nt, en las UTRs 3´de 
lipocalinas humanas.
Observamos, que tanto en humano como en ratón, aparecen entre los óligos más significativos de 6 
nucleótidos  los  motivos  “AAUAAA” Y “AUUAAA”,  que  se  corresponden  con las  señales  de 
poliadenilación (PAS) más frecuentes. Un gran porcentaje de los óligos de tamaños mayores (7 y 8 
nucleótidos) sobrerrepresentados son óligos que incluyen o se solapan con los mencionados motivos 
de poliadenilación. 
Como  se  observa  en  la  tabla  7  el  grado  de  significación  de  los  motivos  que  contienen  a 
“AAUAAA” en las UTRs 3´de lipocalinas humanas disminuye cuanto mayor es el  tamaño del 
oligonucleotido,  confirmando que la  auténtica señal  pertenece al  óligo de 6 nucleótidos que se 
corresponde con dicha PAS canónica. Para ratón los resultados son semejantes.
Observado Esperado
AAUAAA 7 0.61 2.18
UAUAGU 4 0.26 0.55
AUUAAA 5 0.57 0.23
UAAACA 5 0.63 0.05
GUUUGUU 5 0.23 1.99
UAAACAU 4 0.13 1.6
UUUGUUU 5 0.32 1.27
UAAUAAA 3 0.1 0.43
UGUUUGU 4 0.26 0.39
AUUAAAC 3 0.12 0.23
UUGUUUG 4 0.31 0.11
GUUUGUUU 5 0.06 4.64
UGUUUGUU 4 0.07 2.48
UUGUUUGU 4 0.07 2.48
UUUGUUUG 4 0.09 2.2
CGGCAGAU 2 0.01 0.68
GCCCUGGC 3 0.09 0.54
GCCUCUGC 3 0.1 0.36
AUAAUAAA 2 0.02 0.31
ACGCCUCU 2 0.02 0.25
UUGUUCUU 3 0.11 0.23
UGUUCUUU 3 0.11 0.23
UCUGGAGG 3 0.12 0.18





Tabla 6. Oligonucleótidos sobrerrepresentados, de 









Respecto  a  la  secuencia  PAS no canónica  “AUUAAA” no observamos,  en  humano,  que  haya 
disminución de la significación conforme aumenta el tamaño del óligo que la contiene o solapa con 
ella, más bien lo contrario (ver tabla 8). En ratón sin embargo tiene la misma significación el óligo 








La explicación que podemos dar a este hecho es que esta PAS no canónica, que es utilizada con 
menor frecuencia en las UTRs 3´, debe ser una señal más débil, pudiendo ser esta la causa de los 
efectos observados en el índice de significación. 
Respecto al resto de óligos, no relacionados con las señales de poliadenilación, cabe destacar el 
óligo “CCCUGCCC” en humano, que aparece en las UTRs 3´de cinco lipocalinas diferentes. La 
búsqueda  de  este  motivo  en  TargetScan  (versión  5.2)  lo  clasifica  como  diana  de  un  miARN 
desconocido pero conservado en las UTRs 3´ ortólogas de  393 genes humanos.
En el caso de ratón observamos en la tabla 6 que aparecen óligos de tamaño 7 y 8 ricos en GU 
(GUUUGUUU y otros semejantes). Tras analizar las secuencias de UTRs 3´de ratón se comprobó 
Tabla 7. Motivos relacionados con la señal de poliadenilación “canónica” y su 
nivel de significación. En UTRs 3´de lipocalinas humanas
Tabla 8.  Motivos relacionados con la señal de poliadenilación “no canónica”, 
más frecuente,  y su nivel de significación. En UTRs 3´de lipocalinas humanas
que están todos relacionados con una secuencia repetitiva (TTTG)n existente en Apo-D-c de ratón.
3.4.- Dianas de micro ARN en las UTRs 3´de lipocalinas
La región donde las dianas de miARN aparecen de forma preferente es la región UTR 3´[17], por 
ello  el  determinar  la  presencia  de  estos  elementos  en  dicha  región  es  un  aspecto  clave  para 
determinar la regulación que esta ejerce sobre la expresión génica de las lipocalinas.
Tras proceder con el mismo algoritmo y método que en el caso de las UTRs 5´de lipocalinas (ver 
métodos) se obtuvieron los resultados que se muestran en las tablas 9 y 10.
UTR 3´ Variantes 
Nº dianas accesibles
(ddG < -10 Kcal/mol)
Nº dianas muy 
accesibles
( ddG < -10 
y  dGopen > -10 
Kcal/mol)





Rbp4-Humano b 70 59




Lcn8-Humano e 7 1
Lcn12-Humano c/c(2) 30 9
Obp2A-Humano b 61 33




 (ddG < -10 (Kcal/mol))
Nº dianas muy 
accesibles
( ddG < -10 
y 
dGopen > -10 
(Kcal/mol))









ApoM-Ratón a 3 2
Lcn1-Ratón a 15 5
Lcn2-Ratón b 8 5
Lcn8-Ratón a 7 6
Lcn12-Ratón a 7 5
Obp-2A-Ratón a 10 6
C8G-Ratón c 2 0
Orm2-Ratón a 4 0
Tabla 10. Dianas de miARN predichas por el algoritmo PITA (Segal lab) en las UTRs 3´de lipocalinas de 
ratón
La comparación de los resultados obtenidos para las UTRs 3´, con los obtenidos para las UTRs 5´ 
(ver tablas 9 y 10 de capítulo x),  nos muestra que, para ratón, hay un mayor número de lipocalinas 
que muestran dianas en su UTR 3´que en su UTR 5 ´ (11 frente a 5). Mientras que para humano el 
número de lipocalinas que presentan dianas de miARN es aproximadamente el mismo en ambas 
UTRs. 
Por otra parte, en el conjunto de los datos, las dianas de miARN se muestran más abundantes en las 
UTRs 3´que en las 5´. Este hecho se hace más evidente si calculamos el número de dianas por cada 
1000  nucleótidos  de  “secuencia  total  acumulada”  de  cada  región  UTR  de  las  lipocalinas  (se 
contabilizaron solo las dianas muy accesibles). Este valor es de 5,12 en las UTRs 5´ de humano y 
9,7 para ratón, siendo para las UTRs 3´ de 68,4 y 13,6 respectivamente. Por lo que las dianas de 
miARN son, especialmente en humano,  nítidamente más frecuentes en las UTRs 3´ que en las 
UTRs 5´.
Curiosamente se encontraron muy escasas coincidencias entre las dianas de humano y ratón, solo 6 
dianas,  de entre todas las dianas (más accesibles) que muestran en sus  UTRs 3´ el conjunto de las 
lipocalinas en estas dos especies.
Observamos,  que  al  igual  que  ocurría  en  las  UTRs  5´,  en  las  UTRs  3´que  presentan  formas 
alternativas,   estas  muestran  un  número  diferente  de  dianas  (bien  en  ambas  clases  de  dianas: 
accesible y muy accesibles o al menos en las accesibles (ver tablas 9 y 10), dándose varios casos 
donde una UTR 3´alternativa presenta varias dianas muy accesibles y la otra ninguna. En el único 
caso donde hay posibilidades de comparar si existen dianas comunes, de entre las más accesibles, 
entre diferentes alternativas se reduce a Apo-D de ratón (ver tabla 10 ), y no se encontró ninguna 
coincidencia.
3.4.1.- Realidad biológica de las dianas de miARNs en las UTRs 3´de lipocalinas
Ya se ha comentado previamente, al analizar las UTRs 5´ (ver capítulo IV),  la influencia que la 
longitud de la UTR y su MFE podrían tener en la probabilidad de aparición de dianas de miARN en 
estas  regiones,  si  las  mismas  fuesen  falsos  positivos.  Para  comprobar  en  qué  medida  estos 
parámetros influyen en las diferencias encontradas en el número de dianas de miARN en las UTRs 
3´ , se procedió al igual que con las UTRs 5´ (ver métodos),  al cálculo de la correlación entre 
dichas variables.
En las figuras 3 y 4 parece observarse una cierta correlación entre la longitud y la MFE de las UTRs 
3´  frente  al   número  de  dianas  de  miARN encontradas,  pero  estas  no  son  significativas  (para 
longitud r = 0.233; P = 0.262 y para MFE r = 0.299; P = 0,154). 
Otra forma de testar la realidad biológica de la dianas de miARN es comprobar si las mismas se 
corresponden con familias de miARNs que están profusamente conservados entre los vertebrados, o 
al menos conservados entre los mamíferos. Para ello se utilizó la base de datos TargetScan que 
dispone de datos de conservación de los miARN en las UTRs 3´de vertebrados. El cruce de los 
datos de las dianas (más accesibles) encontradas en las UTRs 3´de lipocalinas,  con los disponibles 
en esta base de datos,  nos muestra que hay cierto número de dianas, ubicadas en diferentes UTRs 3
´,  que se corresponden con miARNs que muestran alto grado de conservación (entre vertebrados) o 
al menos conservación entre mamíferos (ver tablas 11 y 12).
Figura 3.  Relación entre el número de 
dianas de miARN encontradas y la 
longitud de la UTR 3´. En rojo línea de 
regresión, en azul intervalo del 95% 
confianza
Figura 4.  Relación entre el número de 
dianas de miARN encontradas y la MFE 
(Kcal/mol) de la UTR 3´. En rojo línea de 
regresión, en azul intervalo del 95% 
confianza Se han representado los valores 
de MFE en valor absoluto.
Observamos, en las tablas 11 y 12,  que existe un número semejante de lipocalinas humanas y de 
ratón  que  muestran  en  sus  UTRs  3´dianas  que  se  corresponden  con  miARNs  conservados, 
destacando Lcn12 de ratón y Rbp4 de humano en el número de ellas, especialmente esta última. 
La proporción de dianas que se corresponden con miARNs conservados es mayor en ratón, donde 
se conservan un promedio del 40% de las dianas encontradas, mientras que en humano es del 12 % . 
Además las dianas que se encuentran más profusamente conservadas ( indicadas con 2 en las tablas 
11 y 12) son más abundantes en ratón que en humano.
Existen 2 miARNs (se muestran coloreados en tablas 11 y 12) que presentan dianas comunes en las 
UTRs 3´de diferentes lipocalinas humanas y así  mismo estos dos miARNs presentan dianas en 
algunas UTRs 3´de ratón, dándose el caso que una de ellas es compartida por la UTR 3´ de las 

























































Tabla 11.  miARNs que presentan dianas en las 
UTRs 3´ de lipocalinas humanas y que se 
encuentran conservados. 2: profusamente 
conservados en vertebrados; 1: conservados en 
mamíferos.
Tabla 12.  miARNs que presentan dianas en las 
UTRs 3´ de lipocalinas de ratón y que se 
encuentran conservados. 2: profusamente 
conservados en vertebrados; 1: conservados en 
mamíferos.
4. - Discusión
Es conocido que las señales de poliadenilación (PAS) alternativas en eucariotas son un fenómeno 
relativamente  abundante  [2].  En  humanos  ha  podido  estimarse  que  alrededor  del  20% de  los 
ARNms  poseen  señales  de  poliadenilación  alternativa  [12].  La  presencia  de  estas  señales 
alternativas suponen un mecanismo de regulación de la expresión génica importante, mediante la 
modulación del nivel de eficiencia de la poliadenilación.
El análisis de este fenómeno en las UTRs 3´de lipocalinas ha puesto de manifiesto que hay ciertas 
lipocalinas que parecen recurrir a este mecanismo de regulación. Ha podido detectarse la presencia 
de potenciales PAS alternativas en las UTRs 3´de lipocalinas de cierta longitud (generalmente > 200 
nt) especialmente en las lipocalinas más ancestrales como Ptgds y Rbp4, en humano y ratón,  y 
ApoD,  solo  en  ratón.  La  presencia  de  estas  PAS  alternativas  al  ser  clasificadas,  según  el 
procedimiento  citado  en  métodos,  tienen  como  resultado  que  exista  la  posibilidad  de  distintas 
eficiencias en la poliadenilación. En estos casos (con la excepción de Ptgds) se han encontrado que 
junto a la UTR 3´ larga existe otra alternativa más corta, que coincide con uno de los posibles cortes 
asociados  a  una  de  las  PAS alternativas,  hecho  que  corrobora  que  en  estas  lipocalinas  el  uso 
alternativo de PAS es una realidad biológica. 
En  las  lipocalinas  más  recientes,  que  presentan  UTRs  3´más  cortas  y  sin  formas  alternativas 
(excepto Lcn2), no se detectan PAS alternativas, presentando estas generalmente la señal canónica y 
pudiendo clasificarse como de poladenilación muy eficiente o eficiente.
Tendríamos entonces por una parte lipocalinas evolutivamente más antiguas con la posibilidad de 
utilizar UTR 3´alternativos que permitirían, por la presencia de PAS alternativos,  una regulación de 
la poliadenilación y por tanto de la eficiencia de la traducción, en función de la mayor o menor 
estabilidad del ARNm. Por otra parte las lipocalinas más recientes, sin UTRs 3´alternativas y que 
muestran  en  general  una  predisposición  a  una  poliadenilación  eficiente,  darían  lugar  a  una 
traducción eficaz y con menores posibilidades de regulación.
Además de la regulación que permite el uso de PAS alternativas, por lo comentado en el párrafo 
anterior, la elección de una de estas señales tiene también efectos sobre la longitud de la UTR 3
´debido al corte asociado a la poliadenilación.  Es conocido que una mayor  longitud de la UTR 3
´tiene influencia sobre la presencia de señales reguladoras, como pueden ser las dianas de miARN 
[13 y 14].  Por ello las PAS alternativas permiten también,  al  producir  cortes  alternativos en el 
procesado del ARNm,  que se puedan ejercer diferentes regulaciones debido a la presencia-ausencia 
de  elementos  como  los  miARN  u  otros  elementos  reguladores,  consiguiéndose  así  que  pueda 
llevarse a cabo un ajuste fino de la regulación  post-transcripcional según las necesidades.
La búsqueda de motivos validados en las UTRs 3´de lipocalinas, mediante UTRscan,  ha supuesto 
una corroboración de la mayoría de las PAS identificadas previamente por un método diferente. Así 
mismo el estudio sobre oligonucleótidos sobrerrepresentados también ofrece resultados que apuntan 
a que estas señales (al menos las PAS canónica y la señal alternativa más frecuente) tienen un 
significado biológico. 
El motivo MBE también ha sido detectado por UTRscan en las UTRs 3´de algunas lipocalinas, si 
bien no muestra las características que están presentes en los motivos nativos. A pesar de esto, el 
hecho de que se presente en las UTRs 3´ cinco lipocalinas, mostrándose la secuencia consenso 
repetida entre 2 y 3 veces en tres de ellas, son indicios que nos hacen pensar en que podrían tener 
algún papel regulatorio, si bien no exactamente igual que en el motivo original. En la misma línea el 
estudio de sobrerrepresentación de nucleótidos nos indica que un motivo diferente identificado en 
cinco  lipocalinas  podría  estar  desempeñando  alguna  función  reguladora  en  las  UTRs  3´de  las 
mismas. El análisis mediante TargetScan clasifica a dicho motivo como posible diana de un miARN 
desconocido, aunque no podemos descartar que sea un elemento regulador de diferente naturaleza.
El  estudio  realizado  sobre  la  presencia  de  potenciales  dianas  de  miARN  en  las  UTRs  3´de 
lipocalinas  demuestra  que,  incluso  aplicando  criterios  muy  restrictivos  en  los  requerimientos 
energéticos  de  la  interacción  miARN-diana,  hay  un  número  considerable  de  lipocalinas  que 
presentan dichas dianas en sus UTRs 3´. El hecho esperable de que estas dianas se muestren más 
abundantes en las UTRs 3´que en las 5´y que las mismas se muestren también más abundantes en 
las  UTRs  3´de  lipocalinas  más  ancestrales,  que  muestran  signos  de  estar  sometidas  a  mayor 
regulación, son indicios de que al menos parte de estas dianas pueden ser funcionales. 
El hecho de que no haya una clara correlación entre la longitud de la UTR 3´y el número de dianas 
presentes es de difícil interpretación en el caso de estas regiones. Hay evidencias de que las UTRs 3
´de mayor longitud suelen presentar mayor número de dianas de miARN frente a alternativas más 
cortas con menor número de dianas o sin ellas [16]. El hecho de que en las lipocalinas sólo algunas 
(entre las más ancestrales) muestren variabilidad en su UTR 3´ mostrando formas cortas o largas, 
podría explicar la falta de correlación encontrada. Por otra parte esta falta de correlación también 
nos indica que no debe de haber un número alto de falsos positivos en estas predicciones, ya que de 
lo contrario la longitud si influiría en la probabilidad de aparición de las mismas y aparecería una 
clara  correlación  positiva  longitud-nº  de  dianas.  Por  lo  tanto  hemos  de  interpretar,  que  en  las 
lipocalinas,   la  presencia  o  no  y  el  número  de  dianas  de  miARN obedece  en  gran  medida  a 
diferentes necesidades de regulación.
Se ha encontrado que la frecuencia de dianas de miARN muy accesibles alcanza valores mayores 
en las UTRs 3´de lipocalinas humanas que en las de ratón y por otra parte que la proporción de 
dianas  que  pertenecen  a  miARNs  conservados  es  menor  en  humanos  que  en  ratón.  Podemos 
interpretar estos resultados como un indicio de diferentes necesidades de regulación de la expresión 
de lipocalinas en los diferentes taxones de mamíferos. Serían así las lipocalinas de primates las que, 
necesitadas de una mayor y más específica regulación por estos elementos, habrían evolucionado en 
el sentido de adquirir mayor cantidad de nuevas dianas en sus UTRs 3´.
A modo  de  conclusión  podemos  decir  que  se  han  encontrado  evidencias  de  que  en  ciertas 
lipocalinas (tales como Ptgds, Rbp4 y ApoD) las UTRs 3´juegan un papel regulador mediante la 
presencia de señales de poliadenilación alternativas, las cuales según como sean utilizadas,  pueden 
dar lugar a UTRs 3´ con diferencias en la eficiencia de la poliadenilación y por lo tanto en la 
establididad del ARNm. Además el uso de diferntes PAS, al producir UTRs 3´de diferente longitud, 
que determinan la presencia o ausencia de ciertos elementos, permiten que se produzca diferente 
regulación de la expresión génica. En este estudio ha podido corroborarse que hay diferencias entre 
UTRs 3´alternativas en la presencia-ausencia de dianas de miARN o en diferente número de ellas y 
esto podría estar dando lugar a una expresión diferencial entre las mismas.
No podemos descartar una regulación mediada por la presencia o no de circularización del ARNm, 
que podría producirse o no en función del UTR 3´alternativo utilizado, el cual permitiría o no la 
interacción entre la UTR 3´y 5´. Esta circularización puede tener un efecto tanto inhibitorio como 
potenciador de la traducción [15].  Por otra parte también se ha comprobado que el uso de UTRs 3
´alternativas de diferente longitud puede dar lugar  a una diferente  localización de las proteínas 
expresadas  [16].  Todos estas  consideraciones  complican  la  interpretación  del  posible  papel  que 
cumple una determinada UTR 3´. Si bien lo que nos dejan ver los datos aquí considerados para las 
UTR 3´de las lipocalinas más ancestrales,  es  que se constata en ellas la presencia de UTRs 3´ 
alternativas con diferentes longitudes y propiedades, existiendo así oportunidades para que se de en 
ellas una regulación más compleja y diversa de la expresión génica.
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(VI)
ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS UTRS DE 
LIPOCALINAS
1.- Objetivos
Los objetivos de este capítulo son los siguientes:
• En  primer  lugar  caracterizar,  con  un  enfoque  general,   el  repertorio  de  estructuras 
secundarias  (2D) de las UTRs de las lipocalinas de mamíferos,  mediante diversos análisis 
bioinformáticos. Se pretende conocer así la relevancia que dichas estructuras 2D tienen en la 
función reguladora de estas regiones,  en esta familia de proteínas.
• En segundo lugar, a una escala más de detalle,  utilizar la estrategia de buscar motivos 2D 
locales conservados en las UTRs 5´ y 3´ortólogas de las lipocalinas,  para así determinar la 
existencia  de  posibles  elementos  reguladores  en  las  mismas.  Una  vez  encontrados 
someterlos a diversas pruebas de contraste que permitan respaldar su realidad biológica.
2.- Métodos
2.1.- Determinación del repertorio de estructuras 2D de las UTRs 5´ y 3´de las lipocalinas
Los  modelos  de  predicción  de  estructuras  2D de  ARN suelen  ofrecer  la  estructura  con menor 
energía libre de plegamiento (MFE) como la solución óptima. Pero es sobradamente conocido que 
no siempre la  estructura MFE es la que se corresponde con la estructura nativa [1 y 2]. Sin embargo 
parece razonable que la estructura nativa debe encontrarse en un rango de energía subóptimo, no 
muy  alejado  respecto  a  la  MFE.  Surge  aquí  un  problema  ya  que  el  número  de  estructuras 
subóptimas  posibles, aún en un rango de energía reducido, crece exponencialmente con la longitud 
de la secuencia de ARN. 
Existen diferentes enfoques para abordar este problema complejo. Uno de ellos es elaborar una 
clasificación  abstracta  de  las  posibles  estructuras  que  puede  adquirir  un  determinado  ARN, 
obteniendo así estructuras representativas de los diferentes conjuntos de estructuras que se pliegan 
con ramificaciones o derivaciones parecidas. Se reduce así enormemente el número de estructuras a 
considerar.  Esto  puede  realizarse  mediante  el  algortimo  RNAshape (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnashapes/) [2]. Como demuestran los autores, utilizando una amplia muestra de ARNs 
estructurales, el número de estructuras que habría que estudiar se reduce enormemente al utilizar 
RNAshape,   frente  al  conjunto  total  de  estructuras  posibles.  El  hecho  de  obtener  un  número 
reducido de estructuras alternativas con este algoritmo no parece que lleve a perder información 
biológica relevante. Esto lo demuestra la constatación de que las predicciones con RNAshape sobre 
diferentes ARNs estructurales,  cuyas estructuras nativas son conocidas, permiten obtener dichas 
estructuras  dentro  de  las  formas  subóptimas  próximas  a  la  MFE  (dentro  de  las  10  primeras 
estructuras predichas en un rango de energía libre de 5 Kcal/mol o incluso menor) [2].
Para conocer en que medida la estructura 2D de las regiones UTRs 5´de lipocalinas es relevante se 
procedió a estudiar el repertorio de plegamiento de estas secuencias para determinar si se ajusta a lo 
esperado para ARNs estructurales.  Se procedió a analizar las secuencias UTRs 5´ con RNAshape 
en  un intervalo de energía de 5 Kcal/mol, tal como los autores de RNAshape habían analizado una 
muestra  de  ARNs  estructurales  de  la  base  de  datos  Rfam (http://rfam.xfam.org/)  [3].  Una  vez 
calculado el número de estructuras alternativas para las UTRs 5´de cada lipocalina se agruparon los 
datos con longitudes semejantes y se determinó el número promedio de dichas estructuras para cada 
categoría  de  longitud.   Se  procedió  igualmente  con  las  secuencias  UTRs  3´de  lipocalinas. 
Posteriormente  se  representó  gráficamente  el  número  promedio  de  estructuras  alternativas 
observadas en las UTRs 5´ y 3´de lipocalinas, en  función de su longitud,  frente al número de 
estructuras esperadas  para los ARNs estructurales (de la citada base de datos Rfam) de longitudes 
equivalentes.
Para conocer la semejanza entre las estructuras alternativas del repertorio posible de cada UTR de 
las  lipocalinas  (obtenidas  con  RNAshape)  se  utilizó  el  programa  RNAforester ( 
http://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnaforester)  [4].  Esta  herramienta  obtiene  alineamientos 
múltiples de estructuras 2D de ARNs mediante un algoritmo de programación dinámica y basado en 
un   modelo  de  alineamiento  progresivo  en  forma  de  árbol.  Dicho  algoritmo  se  muestra  muy 
eficiente  en  la  comparación  e  identificación  de  elementos  puramente  estructurales  [5].  De  las 
diversas opciones de salida del programa se utilizó PseudoViewer para comprobar visualmente las 
estructuras que pueden considerarse semejantes.
2.2.- Identificación de motivos estructurales 2D “ locales”  de interés biológico en las UTRs 5´ 
y 3´de lipocalinas
Existen  diferentes  estrategias  que  pueden  usarse  para  identificar  nuevos  candidatos  a  motivos 
reguladores  en ARNs. Una de ellas es la  “estrategia basada en la secuencia”,  dicha estrategia 
consiste en obtener un alineamiento de las secuencias de nucleótidos candidatas para identificar 
posibles  motivos  reguladores  gracias  a  su  grado  de  conservación.  Posteriormente  se  utiliza  un 
programa  de  plegamiento  de  ARN,  para  confirmar  que  dichas  secuencias  conservadas  pueden 
formar un motivo estructural común. Esta estrategia falla si no se encuentran secuencias con el 
suficiente grado de conservación. Una estrategia alternativa es la “estrategia puramente estructural”, 
que  sin  considerar  el  grado  de  conservación  que  puede  haber  entre  secuencias  candidatas  y 
mediante diversos procedimientos,  busca un consenso entre dichas secuencias que supuestamente 
comparten algún o algunos motivos estructurales. 
  
Para la identificación de posibles motivos estructurales en las UTRs de lipocalinas se ha recurrido 
como estrategia principal a una “estrategia puramente estructural”. De forma complementaria para 
los casos en que dicha estrategia ha dado resultados positivos se ha aplicado la “estrategia basada 
en el alineamiento de las secuencias”, a modo de contraste. 
2.2.1.- Estrategia puramente estructural 
Recientemente se han desarrollado, dentro de este tipo de estrategias,  enfoques alternativos en la 
búsqueda de motivos estructurales reguladores en ARNs, como es el caso de los  modelos SCFG 
(Stochastic  context-free  grammars),  una  clase  de  modelos  probabilísticos  para  predecir  las 
estructuras comunes a unas secuencias de ARNs dadas.  El enfoque de estos modelos sustituye a las 
consideraciones termodinámicas de la mayoría de herramientas de predicción de motivos en ARN. 
Un algoritmo de esta clase que se muestra muy eficiente y con tiempos de computación reducidos 
es  Predict  a Motif (  http://genie.weizmann.ac.il/pubs/rnamotifs08/rnamotifs08_predict.html)  [6].  Dicho 
algoritmo toma una serie de secuencias de ARN, no alineadas,  que supuestamente comparten un 
motivo,  con  cierta  estructura  secundaria.  El  algoritmo  primero  identifica  estructuras  candidatas 
específicas y relativamente cortas, presentes en el mayor numero posible de entre las secuencias 
facilitadas,   y  estas  son  utilizadas  luego  como  “semillas”  para  un  modelo  de  inferencia 
probabilística que refina el motivo predicho usando estimaciones estadísticas. 
Para  llevar  a  cabo  este  análisis  se  tomaron  las  secuencias  de  UTRs  5´ortólogas  previamente 
identificadas (ver capítulo sobre conservación), en las lipocalinas Apo-D, Rbp4, Ptgds y Apo-M, 
para diferentes especies de mamíferos. Así mismo se tomaron las secuencias de UTR 3´ ortólogas 
de  Apo-D  de  diferentes  mamíferos,  previamente  identificadas.   Los  conjuntos  de  secuencias 
ortólogas fueron analizados con  Predict a Motif,  y de los resultados obtenidos se seleccionaron los 
motivos estructurales que poseían mayor puntuación y que eran compartidos al menos entre tres 
especies de mamíferos.  Posteriormente, de entre todos ellos, se eligieron los motivos que pudieron 
identificarse en las estructuras globales MFE o subóptimas de las UTRs 5´ y 3´de las lipocalinas 
citadas, que habían sido obtenidas previamente con  RNAshape. Este último criterio se aplicó ya 
que, de no estar presentes, es probable que estos motivos no lleguen a formarse en la estructura 
funcional.
2.2.2.- Estrategia basada en alineamiento de secuencias
1. Se  recurrió  para  este  análisis  al  algoritmo  RNAalifold [7].  Este  algoritmo  toma  un 
alineamiento de ciertas secuencias  relacionadas  y a  partir  de este  calcula  una estructura 
consenso de mínima energía para ellas. 
2.3.-  Diseño de “patrones de búsqueda” de los motivos 2D identificados en las UTRs 5´ de 
lipocalinas y aplicación sobre bases de datos de secuencias UTRs 5´de mamíferos
La estrategia elegida para esta tarea ha sido el diseño gráfico de los motivos 2D y la posterior 
conversión de estos en patrones de búsqueda mediante algoritmos tipo ADP (Algebraic Dynamic 
Programming ), que posteriormente se han aplicado a una muestra de 3000 secuencias de UTRs 5
´de mamíferos,  obtenida de forma aleatoria,   de la base de datos  UTRdbase [8].  Así mismo se 
obtuvo una muestra de secuencias aleatorias,  mediante  Shuffleseq de EMBOSS [9],  del  mismo 
tamaño,  a partir de la muestra de secuencias de UTRs 5´de mamíferos, para ser utilizada como 
control. 
Para  realizar  este  análisis  se  ha  utilizado  el  programa  Locomotif ( http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/locomotif/) [10].  Dicha  herramienta  permite  un  diseño  gráfico  de  las  estructuras 
deseadas, permitiendo realizar múltiples especificaciones en las mismas.  Posteriormente permite 
convertir este diseño en un patrón de búsqueda mediante ADP, que es traducido posteriormente a 
lenguaje XML ,   el  cual puede hacerse correr  “via web” sobre la base de datos de secuencias 
deseada. Los detalles de los diseños gráficos de los diferentes  motivos y de las especificaciones de 
búsqueda de los mismos se muestran en el apartado de resultados correspondiente.
2.4.-  Cálculo de la “robustez estructural” de los motivos 2D identificados en las UTRs 5´de 
lipocalinas
Para el cálculo de esta propiedad se utilizó el procedimiento que se detalla a continuación. 
– Se  eligió  la  secuencia  de  la  UTR  5´de  la  lipocalina  que  contenía  los  motivos 
estructurales  hipotéticamente  funcionales,   y  se  sometió  al  análisis  mediante 
RNAshape [2], utilizando una ventana desplazante de 50 nt con un incremento de 5 
nt. Del conjunto de subestructuras obtenidas se seleccionaron las subsecuencias que 
mostraban, sin ambigüedad, el motivo estructural en cuestión. 
–  La  estructura  (dot-bracket)  de  estas   subsecuencias  de  50  nt,  fué  utilizada  para 
obtener  secuencias  de “ARN inversas”  mediante  “vrnainverse” de  EMBOSS [9]. 
Dichas  secuencias  son  secuencias  aleatorias,  pero  que  se  pliegan  con  la  misma 
estructura 2D, que se especifique al programa, en este caso las de las secuencias 
nativas que contienen a los motivos en estudio. Se seleccionaron así 10 secuencias 
inversas para cada una de las secuencias nativas, cuyo G+C fuese semejante al de la 
secuencia nativa correspondiente. 
– Posteriormente  se  procedió  a  mutar  tanto  las  secuencias  nativas  como  las 
correspondientes  aleatorias  mediante  el  programa  RNAmutants 
(http://bioinformatics.bc.edu/clotelab/RNAmutants/index.spy?tab=webserver)  [11].  Esta 
aplicación obtiene todo un repertorio de estructuras para los mutantes (se seleccionó 
originar mutantes de 1 a 5 sustituciones) y ofrece entre sus resultados los que poseen 
estructuras más representativas, de todo el repertorio de plegamientos posibles. Esta 
característica es interesante por que excluye las secuencias mutadas cuyas estructuras 
que no sean representativas.  
– Una vez obtenidos estos mutantes representativos,  se seleccionaron al azar 100 de 
ellos, para cada uno de los diferentes niveles de mutación de 1, 3 y 5 sustituciones, 
tanto para las secuencias nativas como para las aleatorias, y se calculó la distancia 
entre la estructura de cada mutante y la estructura original correspondiente. Para esto 
se  utilizó  la  aplicación  RNApdist (Vienna  RNA 1.8.4:  http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py?#forms::rnapdist) [12]. 
– Por último, los resultados de las distancias obtenidas para las secuencias nativas y 
aleatorias se trataron estadísticamente, mediante los recursos de la hoja de cálculo 
“Calc” de Open Office. 
2.5.- Búsqueda de  pseudoknots   entre los elementos de estructura secundaria de las UTRs 5´de  
lipocalinas. Predicciones sobre la estructura terciaria.
Para  la  determinación  de  posibles  pseudoknots  entre  los  motivos  de  estructura  secundaria, 
identificados  previamente  en  estas  UTRs,  se  utilizó  la  herramienta  pAliKiss 
(http://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/palikiss) [13]. Esta herramienta es un híbrido entre un algoritmo 
que obtiene una estructura secundaria de consenso a partir de secuencias de ARN alineadas, y otro 
que predice la formación de  pseudoknots. Se facilitó a esta herramienta el alineamiento múltiple 
entre  las  secuencias  de  UTRs  5´  ortólogas  de  lipocalinas  de  mamíferos  y  se  analizaron  los 
resultados  en  busca  de  la  participación  de  los  mencionados  motivos  en  la  formación  de 
pseudoknots.
La  predicción  de  la  estructura  terciaria  de  estas  UTRs  5´  se  realizó  mediante RNAComposer 
(http://rnacomposer.ibch.poznan.pl/Home) [14].  Esta  herramienta  realiza  una  predicción  totalmente 
automatizada de la estructura terciaria a partir de una secuencia de ARN y su estructura secundaria. 
El  algoritmo descompone la  estructura  secundaria  en  elementos  sencillos,  calcula  su  estructura 
terciaria  recurriendo  a  una  librería  de  elementos  de  estructura  terciaria  (RNA Frabase)   y 
posteriormente los ensambla. Se obtiene así una estructura terciaria inicial, la cual finalmente es 
sometida a un refinamiento por optimización energética, dando lugar a la predicción definitiva.
3.- Resultados
3.1.-  Caracterización de las estructuras 2D de las UTRs 5´ y 3´de lipocalinas
En un capítulo previo habíamos realizado una primera aproximación para clasificar las distintas 
UTRs 5´de las lipocalinas utilizando el árbol de decisión del modelo CART [15]. Los resultados de 
aplicar dicho modelo a estas UTRs  (ver tabla 1 y 2 del capítulo IV) pusieron de manifiesto que un 
gran  número  de  ellas  pueden  considerarse  que  tienen  función  inhibidora  de  la  traducción 
(  Clasificadas  como  categoría  “  I  ”  según  este  modelo).  Sin  embargo  el  modelo  CART solo 
considera parámetros como la longitud, el contenido en G+C y la presencia o no de uAUGs, no 
teniendo  en  cuenta  aspectos  relacionados  con  la  estructura  secundaria  (2D)  que  adquieren  las 
secuencias de las UTRs 5´. Dicha estructura, es conocido,  que juega un importante papel a la hora 
de  ejercer  una  determinada  regulación  de  la  traducción  del  ARNm,  de  la  estabilidad  de  dicho 
ARNm o de la localización del mismo [16 y 17]. 
Así  mismo  algunas  estructuras  secundarias  que  adquieren  las  UTRs  3´desempeñan  un  papel 
importante en la regulación de la expresión génica [17]. 
La estructura nativa de un determinado ARN estructural no siempre es la estructura óptima o MFE, 
sino que puede ser una de las estructuras subóptimas del repertorio de plegamientos posibles [1 y 
2]. Por  ello conocer el repertorio de estructuras 2D alternativas, que en un intervalo de energía 
dado,  puede presentar una determinada UTR 5´ es de gran interés.  Así mismo conocer si estas 
estructuras  presentan  elementos  característicos  (como  horquillas,  o  loops,  entre  otras),  es 
fundamental para dilucidar la función reguladora de dicha región.
3.1.1.- Repertorio de estructuras 2D de las UTRs 5´ y 3´de lipocalinas
Existen algunos indicios de que los ARNs estructurales presentan un repertorio de estructuras 2D 
alternativas más reducido que otros ARNs no estructurales [2], por lo tanto conocer la magnitud del 
repertorio  de  estructuras  de  las  UTRs  5´  y  3´de  las  lipocalinas  puede  darnos  pistas  sobre  la 
relevancia que dichas estructuras tienen en la función reguladora de estas regiones. 
Para determinar el repertorio de estructuras 2D alternativas de las UTRs se utilizo la herramienta 
bioinformática  RNAshape [2],  ya  que  su  algoritmo  es  muy eficiente  para  obtener  información 
biológica   relevante  (ver  detalles  en  métodos).  El  valor  medio  del  número  de  estructuras  2D 
alternativas,   para las  regiones UTRs (5´y 3´)  de diferentes longitudes,   se representó frente al 
número esperado para ARNs estructurales conocidos, de longitudes equivalentes (pertenecientes a 
una muestra de la base de datos de Rfam, ver métodos).
Como se observa en la figura 2, para las secuencias entre 75 y 200 nucleótidos el comportamiento 
es semejante entre las tres clases (UTR5´, UTR3´y ARNs estructurales de Rfam).  A partir de un 
tamaño  aproximado  de  200  nucleótidos  el  número  medio  de  estructuras  alternativas  es 
apreciablemente menor en las secuencias UTR5´que en la muestra de ARNs estructurales, mientras 
que en las secuencias UTRs 3´ el número es mayor que las de dicha muestra de referencia. 
Estos resultados de un menor repertorio de plegamientos alternativos en las UTRs 5´, respecto a los 
esperados,  nos llevan a considerar un importante papel de la estructura secundaria global de dicha 
región  en  el  desempeño de  sus  funciones  reguladoras.  Así  mismo parecen  confirmar  la  menor 
relevancia de la estructura 2D global de las regiones UTRs 3´.   Al hacer estas consideraciones 
hemos  de  esperar  que  para  las  UTRs  5´,  dado  que  su  estructura  secundaria  parece  estar  muy 
definida,  las diferencias entre la estructura MFE y las estructuras subóptimas sean pequeñas y que 
podamos tomar a esta (MFE) como la estructura biológicamente representativa en las UTRs 5`de 
lipocalinas. Este aspecto es analizado en el siguiente apartado. 
Figura 1. Representación del número promedio de 
estructuras alternativas obtenidas con RNAshape 
(intervalo de  5kcal/mol) para las UTRs 5´de lipocalinas 
(rojo), y las UTRs 3´ (verde), en función de su longitud,  
frente a los valores esperados para  una muestra de ARNs 
estructurales (azul) de longitudes equivalentes .




























3.1.2.- Semejanza entre las estructuras 2D alternativas del repertorio de plegamientos de las UTRs 5
´ y 3´de lipocalinas
Para abordar esta cuestión se analizaron  las diferentes UTRs 5´ y 3´de las lipocalinas humanas y de 
ratón, que previamente se habían obtenido con RNAshape en un intervalo de energía de 5 Kcal/mol, 
eligiendo entre las 15 primeras estructuras predichas y comparando entre ellas,  tanto su estructura 
general como los principales elementos estructurales locales que las forman. Se utilizó para esta 
tarea  la  herramienta  RNAforester [4],  que  permite  obtener  el  alineamiento  entre   múltiples 
estructuras secundarias y obtener resultados gráficos fácilmente interpretables (ver métodos). 
3.1.2.1- Región UTR 5´
Tras realizar el  análisis  con  RNAforester se observó que existen diferencias  entre las  UTRs 5´ 
cortas (< 100 nt) y  largas (>100 nt). Así para las UTRs 5´de más de 100 nucleótidos se encontraron 
escasas diferencias entre la estructura MFE y las estructuras subóptimas. Podemos observar en las 
figuras  2  a  4,   ejemplos  de  como  se  mantiene  la  conformación  general  entre  la  MFE  y  las 
estructuras subóptimas, así como también se mantienen  los principales elementos locales presentes 
(horquillas, bucles o  loops, protuberancias o  bulges,  dobles hélices internas, etc). Comprobamos 
que la semejanza entre la MFE y estructuras subóptimas ocurre incluso en UTRs 5´ de gran tamaño 
(donde  el  número  de  estructuras  alternativas  posibles  es  más  elevado)  y  que  presentan  una 
estructura  compleja,  como es  el  caso de  Apom-a de  ratón  (ver  figura  4).  En función  de  estos 
resultados podemos admitir que, en las UTRs 5´ de cierta longitud de las lipocalinas (>100 nt),  las 
estructuras MFE pueden elegirse como estructuras representativas de sus formas nativas. 
En UTRs 5´de menor longitud (<100 nt),  a pesar de que el número de estructuras posibles es como 
consecuencia  de  esto  más  reducido,  se  encuentran  mayores  diferencias  entre  su  MFE  y  las 
estructuras subóptimas. En la figura 5 puede verse un claro ejemplo de esto,  para el caso de la UTR 
5´  Lcn12-b-humana,  con  una  longitud  de  72  nucleótidos.  Existiendo  en  este  caso  solo  tres 
estructuras alternativas en el intervalo de 5 Kcal/mol, apenas comparten elementos comunes. Otro 
ejemplo puede verse en la figura 6, que corresponde a la UTR 5´ Ptgds-b-ratón con 81 nucleótidos. 
En este caso hay solo 5 estructuras subóptimas en el  intervalo de energía de 5 Kcal/mol y sin 
embargo las formas subóptimas muestran diferencias importantes entre ellas. 
Este es un resultado esperable debido a que las UTRs 5´cortas no parecen cumplir una función 
reguladora importante de la traducción, por lo que la selección natural no ha actuado en el sentido 
de mantener estructuras tan bien definidas como en  las UTR 5´ de mayor longitud,  que sí suelen 
desempeñar un importante papel regulador.
3.1.2.2.- Región UTR 3´
En el caso de las UTRs 3´ no se observan de forma clara las diferencias que se encontraron  entre 
las secuencias de distintas longitudes de las UTRs 5´. Al comparar las estructuras de las  secuencias 
MFE de las UTRs 3´ con las estructuras subóptimas y estas mismas entre sí, se observan mayores 
diferencias que las observadas para las UTRs 5´. 
Como se observa en las figuras 7 y 8 hay diferencias apreciables entre las diferentes estructuras 
alternativas globales  de las UTRs 3´(en el  intervalo de 5 Kcal/mol).  Respecto a las estructuras 
locales, si bien se conservan algunas de ellas entre las diferentes formas alternativas, lo hacen en 
menor medida que lo hacen en las UTRs 5´. 
Estos resultados están en consonancia con el mayor repertorio de estructuras alternativas encontrado 
en las UTRs 3´ respecto al esperado, que ya es un indicio de una estructura menos definida. Estos 
resultados nos sugieren que en estas regiones no es tan importante la estructura secundaria global, 
como lo es en la región UTR 5´, sino que posiblemente son algunos elementos estructurales locales 
los que desempeñan un papel más importante.
Figura 2. Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 5´de Apo-D-a-humana. Obtenidas mediante RNAshape.
Figura 3. Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 5´de Rbp4-b-humana. Obtenidas mediante RNAshape.
Figura 4. Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 5´de Apom-a-ratón. Obtenidas mediante RNAshape.
Figura 5. Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 5´de Lcn12-b-humano. Obtenidas mediante RNAshape. Con un asterisco aparace marcada la única 
subestructura común entre dos de las formas de plegamiento alternativas.
Figura 6 .  Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 5´de Ptgds-b-ratón. Obtenidas mediante RNAshape. 
Figura 7 . Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 3´de Apo-D-a-ratón. Obtenidas mediante RNAshape. 
Figura 8 .  Estructura con MFE (arriba) y estructuras subóptimas (en un intervalo de 5 Kcal/mol) de la 
UTR 3´de Rbp4--b-humana. Obtenidas mediante RNAshape. 
3.2.- Motivos estructurales locales conservados en las UTRs ortólogas de lipocalinas.
El hecho de que en las UTRs 5´de lipocalinas de cierta longitud exista un repertorio relativamente 
reducido  de  estructuras  alternativas  y  que  las  diferencias  entre  las  formas  subóptimas  y  las 
estructuras más estables (MFEs) de estas secuencias sean pequeñas,  nos lleva a sugerir que dichas 
UTRs deben contener elementos estructurales importantes para la regulación de la expresión génica 
de  esta  proteína.  De  ser  esto  así,  dichos  elementos  estructurales  deben   haberse  conservado 
evolutivamente en las UTRs de lipocalinas ortólogas.  Aunque en el caso de las UTRs 3´no se den 
estas mismas circunstancias, si se ha observado entre las formas alternativas de ellas,  la presencia 
de  ciertos  elementos  estructurales  locales  y  es  de  esperar  que  haya  habido  también  cierta 
conservación de los mismos.
Dado  que  previamente  se  habían  identificado  UTRs  5´  y  3´ortólogas  en  diversas  especies  de 
mamíferos ( ver capítulo III de conservación de UTRs), se utilizaron éstas para llevar a cabo el 
estudio  que  permitiera  identificar  en  cada  conjunto  de  secuencias  ortólogas  posibles  motivos 
estructurales locales conservados. 
De entre las diferentes estrategias que pueden usarse para identificar nuevos candidatos a motivos 
reguladores en ARNs se recurrió, como método principal,  a un método “puramente estructural” , 
ya que estos enfoques, que se basan exclusivamente en la estructura secundaria de los motivos,  han 
mostrado dar buenos resultados [4, 5]. Para los casos que han dado resultado positivo con este 
método, se ha aplicado de forma complementaria un método basado en la  conservación de las  
secuencias ortólogas mencionadas.
3.2.1.-  Método “puramente estructural”.
Se usó una  herramienta que utiliza un algoritmo con enfoque estructural, combinado con cálculos 
probabilísticos (ver métodos),  llamada “Predict a Motif”  [6].  Se analizaron con dicha herramienta 
los diferentes grupos de UTRs 5´ ortólogas y tras  filtrar los resultados mediante ciertos criterios 
(ver métodos),  finalmente se obtuvieron algunos candidatos a  motivos estructurales en las UTRs 5
´de Apo-D y Apo-M.
3.2.1.1.- Resultados para la región UTR 5´
Motivos de Apo-D
En la figura 9 se muestran las estructuras 2D de consenso predichas por  “Predict a Motif” , que 
cumplen los criterios previamente mencionados,  en las UTRs 5´ ortólogas de Apo-D. Como se 
observa  en  dicha  figura,  hay  buena  conservación  de  la  estructura  en  los  diferentes  motivos. 
Respecto a la secuencia, excepto para el motivo 2 con una secuencia consenso más definida, en los 
otros dos hay más flexibilidad, manteniéndose algunas posiciones más variables. Esta conservación 
de estructura con escasa o moderada conservación en la secuencia es un indicio de señal biológica 
ya  que  pone  de  manifiesto  sustituciones  compensatorias  para  el  mantenimiento  de  una  cierta 
estructura funcional [5].
 En la figura 10 se muestra la ubicación de dichos motivos dentro de la estructura global de las 
UTRs  5´ortólogas  de  diversas  especies  (  humano,  toro  y  cerdo).  Observamos  que  si  bien  las 
distintas UTRs 5`  se pliegan globalmente de diferente  forma,  localmente si  comparten todos o 
varios de los motivos mencionados. Puede observarse, que además de los motivos predichos por 
“Predict a Motif”,  es posible identificar un cuarto motivo (en amarillo en la figura 10) que es 
fácilmente identificable en las estructuras de las UTRs 5´de algunas de las  especies de mamíferos y 
que contiene en todos los casos la secuencia “UAUAAAAU” en el bucle (loop).
Motivos de Apo-M
En este caso sólo se detectó un motivo 2D conservado entre las UTRs 5´ortólogas de las especies 
humano, perro y nutria. Dicho motivo se muestra en la figura 11. Observamos un alto consenso en 
estructura y secuencia. Este motivo, al igual que los de Apo-D, también puede identificarse en las 
estructuras globales de MFE de las UTRs 5´ortólogas de Apo-M, ver figura 12. Puede observarse 
que, aunque las estructuras globales de las UTRs 5´ muestran diferencias en las diferentes especies, 
todas ellas muestran localmente el motivo identificado.
Figura 9.  Estructuras de consenso de los motivos conservados en las UTRs 5´ortólogas de Apo-D de  
mamíferos. Según predicciones de “Predict a Motif”. El gráfico junto a cada motivo es una escala de la 
frecuencia con que aparece en el consenso cada elemento de la estructura (escala de grises, negro presente 
en todas las secuencia ortólogas), así como de cada una de las bases (verde a rojo, rojo base presente en 
todas las secuencias ortólogas). El extremo 5´es el extremo libre que contiene un círculo
Figura 10. Presencia de los diferentes motivos conservados en las UTR s 5´ ortólogas de Apo-D 
(variante humana “a”). Motivo 1 en rojo, motivo 2 en verde, motivo 3 en azul. En amarillo se muestra 
un motivo que no es predicho por “Predict a Motif”, pero que aparece en la MFE de varias de las 
especies de mamíferos.
Figura 11. Estructura de consenso del 
motivo conservado en las UTRs 5
´ortólogas de Apo-M de  mamíferos. 
Según predicciones de “Predict a 
Motif”. El gráfico junto al motivo es 
una escala de la frecuencia con que 
aparece en el consenso cada elemento 
de la estructura (escala de grises, 
negro presente en todas las secuencia 
ortólogas), así como de cada una de 
las bases (verde a rojo, rojo base 
presente en todas las secuencias 
ortólogas). El extremo 5´es el extremo 
libre que contiene un círculo
Figura 12.  Presencia del 
motivo conservado en las 
UTRs 5´ ortólogas de 
Apo-M de mamíferos. 
Motivo coloreado en 
rojo. Para una mejor 
representación gráfica 
sólo se muestra la región 
de la estructura de la 
UTR 5´, que contiene al 
motivo conservado.
3.2.1.2.- Resultados en la región  UTR 3´
Se aplicó el  mismo procedimiento que en las  UTRs 5´ a las secuencias UTRs 3´ortólogas  de 
mamíferos, que previamente se habían encontrado. En este caso,  solo en la UTR 3´de Apo-D fué 
predicho un motivo por  Predict a Motif,  que alcanzase los requisitos mínimos establecidos (ver 
métodos) para que este pueda considerarse candidato a tener un papel funcional. Pero este motivo 
no se observa en la estructura MFE ni en las estructuras subóptimas de esta UTR 3´, por lo que 
finalmente fue descartado.
3.2.2.- Método basado en “alineamiento de las secuencias”.
Se  utilizó  este  método  como  complemento  al  método  “puramente  estructural” y  se  aplicó 
solamente a los casos de la UTR 5´de Apo-D y de Apo-M, ya que son los que con dicho método han 
ofrecido  resultados  positivos.  Para  este  análisis  se  utilizó  el  algoritmo  RNAalifold [7].  Dicho 
algoritmo toma como partida el alineamiento múltiple de las secuencias relacionadas (ortólogas en 
este caso) y calcula una estructura de mínima energía de consenso para ellas.
El resultado de este análisis para Apo-D se muestra en la figura 13. En esta estructura de consenso 
se pueden identificar claramente los motivos estructurales 1, 2 y 3,  previamente predichos por 
Predict  a  motif, estos  aparecen  señalados  en  dicha  figura.  Para  Apo-M  pudo  identificarse 
igualmente el único motivo que había sido predicho previamente (no se muestra imagen).
Figura 13.  Estructura 2d de 
consenso, de mínima energía, 
obtenida mediante RNAalifold a 
partir del alineamiento múltiple de 
las secuencias ortólogas de la UTR 5
´de Apo-D de mamíferos.
3.3.- Pruebas de contraste sobre la funcionalidad biológica de los motivos 2D identificados en 
la UTR 5´de Apo-D.
Se han realizado varias pruebas adicionales para obtener un respaldo a las predicciones sobre los 
motivos estructurales previamente identificados. Por motivos de mayor interés biológico, dado el 
mayor número de motivos encontrados,  y de limitar la extensión de la tesis, estas pruebas se han 
aplicado  solamente  al caso de la UTR 5´de Apo-D. 
En primer lugar se ha realizado un  “proceso inverso”,  en el que se han construido patrones de 
búsqueda  de  los  motivos  2D  previamente  identificados.  Dichos  patrones  se  han  aplicado 
posteriormente a una muestra de secuencias de UTRs 5´de mamíferos,  para comprobar en qué 
medida se encuentran en estas  motivos semejantes a los aquí tratados. En segundo lugar se ha 
realizado un análisis sobre la “robustez estructural” (o robustez genética) de los mismos motivos 
2D. Para ello se procedió a comprobar si el comportamiento de las secuencias nativas de dichos 
motivos,  frente  a  las mutaciones,  es diferente  del  que muestran secuencias aleatorias,  pero que 
presentan la misma estructura secundaria que las nativas, al ser mutadas igualmente.
3.3.1.- Búsqueda de los motivos 2D mediante patrones aplicados a bases de datos.
La estrategia de obtener patrones de búsqueda de hipotéticos motivos estructurales,  encontrados en 
secuencias de diversos ARNs estructurales,  es una estrategia comúnmente utilizada. Mediante este 
procedimiento es posible contrastar si dichos motivos pueden formarse, al menos teóricamente, en 
un conjunto dado de secuencias, más o menos semejantes a la secuencia o secuencias donde dicho 
motivo se ha identificado y así  obtener un contraste, en términos probabilísticos de su realidad 
biológica.
En nuestro caso,  para llevar a cabo este análisis,  se procedió al diseño gráfico de los motivos 2D y 
la posterior conversión de estos en patrones de búsqueda, que posteriormente se aplicaron a una 
muestra de 3000 secuencias de UTRs 5´de mamíferos (obtenida de forma aleatoria de UTRdbase), 
y así mismo sobre una muestra de secuencias aleatorias (obtenida a partir de la misma muestra de 
UTRs 5´ citada), que sirve de control.  Para obtener los patrones de búsqueda se ha utilizado el 
programa Locomotif  [10]. El mismo programa permite correr dichos patrones sobre el conjunto de 
secuencias elegido (ver detalles en métodos). 
En la figuras 14 a 17 se observan la representaciones gráficas de los motivos y las especificaciones 
del patrón de búsqueda para los mismos, que se diseñaron en Locomotif.  Como se observa se ha 
especificado la secuencia consenso de los bucles (hairpin loop), mientras que en las dobles cadenas 
(stem) y los bucles internos (internal loop),  solo se ha especificado el tamaño, con un mínimo nivel 






Los resultados de aplicar estos patrones de búsqueda a las secuencias de UTRs 5´de mamíferos,  y a 
la muestra aleatoria ya mencionada,  se muestran en la tabla 1.
Motivo Positivos en secuencias UTRs 
5`mamíferos
Positivos en secuencias 
aleatorias
1 PHTF:  Homoedominio  de  factor  de 
transcripción.  E. caballus (XM_001499447)
SET:  Dominio  de  proteína  multidominio 
implicada  en  regulación  de  transcripción 
génica  y  estructura  de  cromatina.  S.  scrofa 
( XM_001927800)
_
2 “Apo-D”:  Apolipoproteina  D.  S.  scrofa 
(XM_001926063)
TIMM21:   Translocasa  de  membrana 
mitocondrial interna. C. lupus (XM_843471)
2
3 TCEA2: Factor de elongación A2. H. sapiens 
(NM_003195)
_
4 “Apo-D”:  Apolipoproteina  D.  S.  scrofa 
(XM_001926063)
_
Observamos que los resultados positivos son claramente más frecuentes entre las secuencias UTRs 
5´nativas que en las secuencias aleatorias. Sólo en el “motivo 2” se encuentran el mismo número de 
resultados positivos entre secuencias UTRs 5´ nativas y aleatorias, en el resto solo se encuentra en 
nativas. Comprobamos además que dos de los resultados positivos encontrados en las secuencias 
nativas (motivos 2 y 4) son en la UTR 5´de Apo-D de  cerdo (S. scrofa). Esto demuestra que el 
algoritmo  Locomotif es capaz de encontrar los motivos estructurales diseñados si se aplica a las 
secuencias adecuadas. El resto de resultados positivos obtenidos coinciden con genes que por su 
función (diversos factores de transcripción, elongación, etc) necesitan de una fuerte regulación y 
hemos de esperar que en sus UTRs 5´existan igualmente elementos estructurales funcionales, que 
parecen mostrar semejanza con los motivos  identificados en Apo-D. 
Tabla 1.  Resultados obtenidos tras aplicar el patrón de búsqueda de los motivos 1 a 4 de la 
UTR 5´de Apo-D a una muestra de UTRs 5´de mamíferos y a estas mismas secuencias 
aleatorizadas.
Para contrastar la hipótesis de que estos resultados positivos obtenidos se correspondan con una 
realidad  biológica  se  llevó  a  cabo  el  siguiente  test  complementario.  Se  diseñaron  los  mismos 
motivos identificados en Apo-D (motivos 1 a 3), pero sin ninguna especificación de la secuencia y 
estableciendo alguna flexibilidad en el número de bases que compone los elementos de la estructura 
de  cada  uno  de  ellos.  Se  obtuvieron  así  unas  estructuras  más  genéricas,  pero  guardando  su 
configuración  general  original.  Se  obtuvo con  Locomotif el  patrón  de  búsqueda  ADP de  estos 
modelos   y  se  aplicaron  a  una  muestra  de  UTRs  5´  nativas  y  otra  aleatoria,  pero  de  igual 
composición de nucleótidos que la primera. Dado que es lógico pensar que a mayor longitud de 
secuencia mayor probabilidad de que se formen ciertos apareamientos, y por lo tanto de que se 
origine una cierta estructura, se quiso conocer cómo puede esto influir en los resultados,  así que se 
realizó una clasificación de las secuencias  por tamaño: 80-150 nt,  200-500 nt  y  > 600 nt.  Se 
aplicaron los patrones de búsqueda mencionados a muestras de 1000 secuencias de UTRs 5`de 
mamíferos (obtenidas de UTR database), para cada uno de los tamaños mencionados. Se realizó el 
mismo  procedimiento  con  una  muestra  de  secuencias  aleatorizada,   obtenida  a  partir  de  la 
mencionada muestra de UTRs 5´nativas.
Los  resultados  de  la  frecuencia  de  aparición  de  estos  motivos  estructurales  más  genéricos  se 
observan en la tabla 2.
Longitud  de 
secuencias
Motivo generico 1 Motivo generico  2 Motivo generico 3
nativas aleatorias nativas aleatorias nativas aleatorias
80-150 0.57 0.54 0.07 0.13 0.01 0.01
200-500 0.93 0.95 0.30 0.31 0.07 0.04
>600 1 1 0.62 0.60 0.24 0.18
De los resultados obtenidos sacamos diversas conclusiones. En primer lugar se hace evidente el 
efecto que una mayor longitud de la secuencias tiene sobre la probabilidad de aparición de los 
motivos. En segundo lugar no parece haber diferencias en las probabilidades de aparición de esta 
clase  de  motivos,  diseñados  genéricamente,  entre  secuencias  nativas  (UTRs  5`)  y  secuencias 
aleatorias, ambas del mismo tamaño y composición de nucleótidos.  En tercer lugar la probabilidad 
de formación de los diferentes motivos es diferente para cada uno de ellos, a igual longitud de 
secuencia, siendo el “motivo 3” el que muestra claramente una más baja probabilidad de formación. 
Tabla 2. Frecuencias de formación de modelos estructurales semejantes a los motivos 1, 
2 y 3 de la UTR 5´de Apo-D. Se indican: “nº de casos positivos / total de secuencias de 
la muestra”, para cada longitud de secuencia y según nativas o aleatorizadas.
El  hecho  de  que,  al  ser  diseñados  genéricamente  estos  motivos  sean  igual  de  frecuentes  en 
secuencias UTRs 5´nativas que en aleatorias,  hemos de interpretarlo como un respaldo estadístico 
a los resultados positivos obtenidos previamente para los motivos específicos encontrados en la 
UTR 5´de Apo-D. Ya que en el  caso de estos últimos, solo si su especificidad es una realidad 
biológica,  podría explicarse que se encuentren éstos con más frecuencia en secuencias nativas que 
en aleatorias (ver tabla1).  Especialmente relevante parece el motivo 3, ya que los resultados de este 
test complementario lo muestran como una clase de motivo de baja probabilidad de formación, 
incluso en secuencias de ARN de tamaño considerable.
3.3.2.- Pruebas de robustez genética de los motivos 2D identificados
Existen  evidencias  de  que  diversos  ARNs  estructurales,  entre  ellos  miARNs  [18]  y  elementos 
reguladores de la replicación del virus de la hepatitis C [11], muestran signos de robustez estructural 
(también llamada robustez genética). Dicho concepto puede definirse como la capacidad de que la 
estructura de estos ARNs se aleje poco de la estructura nativa, al sufrir éstos mutaciones. 
Esta resistencia a los cambios de la estructura puede medirse si comparamos a los ARNs nativos, 
con el comportamiento que muestran secuencias aleatorias, que son elegidas artificialmente para 
que presenten una estructura secundaria como la de la secuencia nativa. Estas últimas cuando sufren 
dichas mutaciones, se ven afectadas por un mayor cambio respecto a su estructura original, ya que 
no se han visto sometidas a un proceso de selección que optimice dichas secuencias [18].
Para poder realizar estas pruebas con los motivos estructurales identificados en la UTR 5´de Apo-D, 
se  obtuvieron  subsecuencias  de  50  nucléotidos  que  contuviesen  completamente  a  los  citados 
motivos. Solo se pudieron obtener 2 subsecuencias inequívocas, una para el “motivo “1 y otra para 
los  “motivos  3  y  4”  de  forma  conjunta,  dada  la  proximidad  de  los  mismos  en  la  UTR  5´. 
Posteriormente se obtuvieron artificialmente secuencias aleatorias, del mismo tamaño y G+C que 
las nativas, pero que mantuviesen la estructura secundaria de cada una de las subsecuencias nativas 
mencionadas.  A  continuación  se  mutaron  (mediante  distintos  niveles  de  sustituciones)  las 
secuencias  nativas  y  las  correspondientes  aleatorias  y  se  calcularon  las  distancias,  entre  las 
estructuras 2D de los diferentes mutantes y la estructura original correspondiente. Finalmente se 
trataron estos datos estadísticamente,  con objeto de comparar las secuencias nativas y aleatorias 
(ver métodos para los detalles).
En las gráficas de la figura 18 se muestran los resultados obtenidos. Los mismos parecen indicarnos 
que realmente existe robustez estructural en la secuencia nativa que contiene al “motivo 1” y en la 
que contiene al  “motivo 3-4”,  especialmente si observamos los valores para mutantes de 3 y 5 
sustituciones.  Para estos valores de mutación observamos que la distancia media entre estructura de 
secuencia original y mutada es mayor para las secuencias aleatorias. El test de diferencia de medias 
aplicado a estos datos dio como resultado el rechazo de la hipótesis nula (los valores  medios de 
distancias de los dos conjuntos de datos son iguales),  para  los  niveles de mutación de 3 y 5 
sustituciones (nivel de significación p < 0.05).   Estos resultados nos llevan a proponer que las 
secuencias nativas y aleatorias tienen distinto comportamiento frente a las mutaciones, siendo más 
robustas frente a dichas mutaciones las secuencias nativas.  Esto solo puede haber  ocurrido por 
acción de la selección natural, lo que es un argumento más,  a favor de que los motivos estructurales 
identificados en la UTR 5´de Apo-D sean realmente funcionales.
En la figura 19  se muestran algunos ejemplos de cómo las estructuras de las secuencias nativas 
mutadas, correspondientes al “motivo 1”, se alejan menos de la estructura nativa original de lo que 
lo hacen las secuencias aleatorias mutadas, las cuales se muestran en la figura 20. Puede observarse, 
en esta figura, cómo se originan,  en dichas secuencias aleatorias mutadas, nuevas horquillas no 
existentes en la estructura original. En las figuras 21 y 22 se muestra lo mismo para el caso del 
“motivo 3-4”. Comprobamos aquí como las secuencias nativas mutadas (Fig. 21) mantienen las dos 
horquillas con pequeñas modificaciones, mientras que las secuencias aleatorias mutadas (Fig.22) 
presentan  estructuras  en  las  que  bien  se  pierde  el  bucle  terminal  o  bien  aparecen  elementos 
inexistentes en la estructura original.
Figura 18. Representación de la distancia de la estructura 2d de los mutantes de 1, 3 y 5 sustituciones a la estructura 
2d nativa original, de  los dos motivos estructurales identificados en la UTR 5´de Apo-D. Las barras coloreadas 
representan el valor medio y los segmentos la desviación típica. Se muestran los datos de las secuencias nativas (azul) 




























































Figura 19. Estructura original de la subsecuencia nativa que contiene al motivo 1 de Apo-
D (arriba) y las estructuras de los mutantes de 3 y 5 sustituciones de esta misma secuencia 
(abajo).
Figura 20. Muestra de las estructuras que adquieren las secuencias aleatorias basadas en el motivo 1 de 
Apo-D, con distintos niveles de mutación. En recuadro estructura original.
Figura 21. Estructura original de la subsecuencia nativa que contiene a los motivos 3 y 4 de 
Apo-D (arriba) y las estructuras de dos mutantes de 3 y 5 sustituciones de esta misma 
secuencia (abajo). Motivo 3 representado con bases en negro, motivo 4 con bases en rojo.
Figura 22. Muestra de las estructuras que adquieren las secuencias aleatorias basadas en las 
estructuras de los  motivos 3 y 4 de Apo-D, con distintos niveles de mutación. Motivo 3 
representado con bases en negro, motivo 4 con bases en rojo. En recuadro estructura original.
3.4.-  Interacciones  entre  los  elementos  de  estructura  secundaria  de  la  UTR 5´de  Apo-D. 
Aproximación a su estructura tridimensional.
La estructura terciaria  de  algunos tipos  de  ARN con actividades  catalíticas  o  que desempeñan 
funciones de reconocimiento o regulación,  descansa en cierta medida sobre estructuras como los 
pseudoknots  [19-21].   Estas  estructuras  son el  resultado de formación  de  pares  de bases  entre 
diferentes elementos estructurales 2D más o menos separados dentro de la estructura de un ARN 
dado.
El hecho de haber encontrado que varios elementos estructurales 2D se han conservado en una de 
las UTRs 5´ alternativas de Apo-D,  entre diferentes especies de mamíferos,  y que los mismos 
muestran  signos  de  funcionalidad  biológica,   puede  hacernos  pensar  en  la  posibilidad  de  que 
existan interacciones entre  dichos elementos y que se originen pseudoknots.  Dichos pseudoknots 
podrían condicionar la formación de una determinada estructura terciaria en dicha región, necesaria 
para ejercer sus funciones reguladoras de la expresión génica de la mencionada lipocalina.
La cuestión de predecir  la  existencia  de  pseudoknots es  un problema computacional  complejo, 
aunque  se  han  diseñado  algoritmos  que  mediante  programación  dinámica  ofrecen  una 
aproximación a la detección de dichos elementos. En este caso se recurrió al programa pAliKiss 
[13]. Este programa es el resultado híbrido de otros dos (ver métodos). 
Se suministró al programa pAliKiss el alineamiento múltiple de las secuencias UTR 5´ortólogas de 
Apo-D de mamíferos y la salida del mismo ofrece una predicción de los posibles pseudoknots que 
pueden originarse por interacciones  entre  los diferentes elementos 2D,  dentro de la estructura 
secundaria  de  consenso  obtenida.  Al  estudiar  esta  predicción  no  se  observa  que  los  motivos 
estructurales 2D relevantes, previamente identificados (motivos 1 a 3),  estén implicados en estas 
interacciones. Los motivos que la predicción muestra como formadores de  pseudoknots no son 
motivos que muestren ser significativos en la estructura de la UTR 5´de Apo-D, además el número 
de bases apareadas en estos hipotéticos pseudoknots es escaso, por lo que su estabilidad sería baja.
A pesar de no poderse detectar la presencia de pseudoknots se quiso conocer la estructura terciaria 
que  adquiere  esta  UTR  5´de  Apo-D.  Se  utilizó  el  programa  RNAComposer [14],   el  cual 
descompone  la estructura secundaria en elementos más sencillos, determina su estructura terciaria 
y  los  ensambla  realizando  finalmente  un  refinamiento  de  la  estructura  terciaria  global  (ver 
métodos). Se analizó la UTR 5´de Apo-D humana (variante a) e igualmente, a modo de contraste, 
se analizaron las siguientes secuencias: 
• La UTR 5´de la lipocalina Rbp4 humana (variante b), la cual es de tamaño semejante a la de 
Apo-D, pero no muestra presencia de motivos 2D conservados.
• Secuencias aleatorizadas a partir de la UTR 5´ de Apo-D humana nativa.
• Secuencias UTRs 3´de lipocalinas, de tamaño semejante al de la UTR 5´ de Apo-D humana.
La estructura terciaria predicha para la UTR 5´de Apo-D(a) se muestra en la figura 23. Podemos 
observar  que  dicha  UTR  adquiere  una  estructura  tridimensional  compleja  tipo  globular.   Al 
comparar esta estructura con las predichas para la UTR 5´de Rbp4 o con las secuencias aleatorias 
(figura  24)  vemos  una  clara  diferencia,  presentando  estas  una  estructura  terciaria  de  menor 
complejidad   y  con una disposición  más lineal.  Respecto a  las  estructuras  de las  UTRs 3´ de 
lipocalinas observamos en la figura 25 que las predicciones ofrecen resultados similares a los de 
UTR 5´de Rbp4 y las secuencias aleatorias.
Figura 23.  Estructura terciaria de la UTR 5  ´ humana(a) 
predicha por RNAComposer
Figura 24.  Comparación de la estructura terciaria de la UTR 5
´humana(a) predicha por RNAComposer frente a las estructuras 
predichas para la UTR 5´de rbp4 humana(b) y una secuencia 
aleatoria obtenida a partir de la UTR 5´de Apo-D humana(a).
4. - Discusión
El  hecho  de  haber  encontrado  que  las  regiones  UTRs  5´de  las  lipocalinas,  de  cierta  longitud, 
muestren un repertorio de formas de plegamiento alternativas menor que las esperadas para una 
muestra de ARNs estructurales,  no es una prueba definitiva de la importancia que puede tener la 
estructura secundaria en la función reguladora de estas regiones. Pero dado que las regiones UTRs 3
´muestran, para tamaños comparables a las UTRs 5´,  un repertorio mayor que la citada muestra de 
ARNs y dado que al comparar entre sí las formas alternativas del repertorio de plegamiento de las 
diferentes UTRs, estas son más semejantes entre sí para el caso de las UTRs 5´, hemos de admitir 
Figura 25.  Estructura terciaria de las UTRs 3´ humanas de las 
lipocalinas Rbp4 y Lcn2  predicha por RNAComposer
que estas evidencias apuntan en la dirección de que la estructura secundaria está muy bien definida 
en las regiones UTRs 5´de las lipocalinas y esto es un fuerte indicio de la mayor importancia de la 
estructura secundaria global en dicha región.
Por otra parte ha quedado de manifiesto que en las UTRs 5´de ciertas lipocalinas (Apo-D y Apo-M) 
existen motivos locales de estructura secundaria que muestran signos de relevancia biológica, por lo 
que  demuestran  los  resultados  de  las  diversas  pruebas  de  contraste  a  las  que  estos  han  sido 
sometidos. Dichos motivos son desconocidos pero deben ejercer una función semejante a las de 
otros bien caracterizados. Probablemente estos motivos sean sitios de unión de proteínas afines al 
ARN que ejerzan alguna función de regulación en la traducción del ARNm. No podemos descartar 
que los citados motivos sean directamente responsables, sin mediación de proteínas,  de ejercer 
algún tipo de regulación de la expresión génica, a modo de como actúa el conocido  motivo IRES 
[22]. 
Aunque el estudio de la estructura terciaria de las UTRs, por su extensión y complejidad, no era uno 
de los objetivos de esta tesis, el hecho de haber encontrado en las UTRs 5´ ortólogas de Apo-D(a) 
de mamíferos  varios elementos relevantes de estructura secundaria,  ha llevado a considerar al 
menos   una  aproximación  a  dicho  nivel  de  estructura  en  este  caso  concreto.  Los  resultados 
obtenidos muestran que dicha UTR 5´muestra una complejidad tridimensional claramente superior 
a  las   UTRs  5´de  otras  lipocalinas  de  semejante  tamaño,  así  como a  secuencias  aleatorias  de 
semejante  tamaño  y  composición  de  nucleótidos.  Estos  indicios  no  hacen  sino   sugerirnos  el 
importante y complejo papel regulatorio que debe ejercer la  UTR 5´ de la mencionada lipocalina.
El hecho de no haber encontrado motivos estructurales en el resto de UTRs 5´ de lipocalinas ni en 
ninguna de sus UTRs 3´, aún habiendo evidencias de secuencias ortólogas entre  diferentes especias 
de mamíferos, no debemos interpretarlo como que estos están ausentes. Esta afirmación podemos 
hacerla ya que la mayoría del ARN no codificante parece ser específico de cada especie [23], al 
menos a nivel de la secuencia primaria. En este sentido ciertos estudios  han puesto de manifiesto 
que  en  el  genoma  de  mamíferos  se  encuentran  cientos  de  elementos  de  estructura  secundaria 
conservados, si bien no muestran evidencias de conservación en sus secuencias primarias [24 y 25]. 
De manera que la identificación de elementos reguladores estructurales en las regiones UTRs de las 
lipocalinas,  donde  estos  no  se  han  podido  identificar  con  los  procedimientos  aquí  utilizados, 
requeriría estudios más amplios y con una metodología adecuada a este propósito. 
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En este  trabajo se  ha pretendido caracterizar  las  UTRs 5´y 3´de lipocalinas de mamíferos.  Así 
mismo  se  ha  tratado  de  dilucidar  el  papel  que  las  misma  desempeñan  en  la  regulación 
postranscripcional de estas proteínas. Las principales conclusiones  obtenidas  son las siguientes:
• Las UTRs 5´de las lipocalinas de mamíferos  estudiadas  muestran valores de longitud y 
composición  en  G+C  que  se  encuentran  en  consonancia  con  los  valores  medios  de  la 
globalidad  de  las  UTRs  5´de  mamíferos.  Sin  embargo  las  UTRs  3´de  esta  familia  de 
proteínas  muestran  tener  una  longitud  menor  y,  por  otra  parte   un  contenido  en  G+C 
claramente  superior,   que  la  media  de  la  globalidad  de  UTRs  3´de  mamíferos.  Se  ha 
comprobado, que al contrario de lo que ocurre con las UTRs 5´,  las UTRs 3´ no reflejan el 
contenido G+C de la región genómica donde se ubican. Esto podría ser consecuencia de 
algún  mecanismo  de  adaptación  relacionado  con  las  necesidades  de  regulación  de  la 
expresión génica propia de  lipocalinas.
• Las UTRs de las lipocalinas de mamíferos presentan cierta diversidad, especialmente las 
UTRs 5´, como es de esperar por el mayor número de exones alternativos existentes en estas 
regiones.  Esta  variabilidad  en  las  UTRs  5´  se  da  especialmente  en  las  lipocalinas  más 
ancestrales como son Apo-D, Ptgds y Rbp4. Este  hecho podría  explicarse por la mayor 
necesidad de regulación de estas, debido a que cumplen  funciones más homeostáticas.
• Los mecanismos que originan las diferentes formas de UTR 5´ mencionadas resultan de una 
combinación de promotores alternativos junto a splicing alternativo (barajado de exones, 
omisión de exón y retención de intrón, entre otros). Estos mecanismos parecen estar siendo 
sometidos  a  una  fina  regulación.  La  presencia  o  ausencia  de  los  oportunos  factores 
reguladores  de  los  promotores  y  del  splicing,  en  ciertos  tipos  celulares  o  condiciones 
fisiológicas dadas,   estaría dando lugar a la expresión  UTRs 5´ alternativas,  según las 
necesidades.
• Los  estudios  experimentales  llevados  a  cabo  con  ApoD de  ratón  confirman  la  realidad 
biológica de las UTRs 5´alternativas encontradas para dicha proteína en las bases de datos. 
Los resultados ponen de manifiesto además que hay diferencias en la expresión de diferentes 
alternativas en diferentes tejidos e incluso en diferentes condiciones fisiológicas. Lo que 
indica que las UTRs 5´alternativas deben cumplir funciones reguladoras diferentes sobre la 
expresión de ApoD. 
• El  estudio  de  la  conservación  de  las  UTRs  5´  nos  indica   que  existe  un  grado  de 
conservación  considerable  (alrededor  del  80%  de  identidad  entre  pares  de  secuencias 
ortólogas)  de  parte  de  la  arquitectura  de  la  UTR 5´  entre  las  lipocalinas  ortólogas  más 
ancestrales. Por otra parte hay nula conservación en las lipocalinas más recientes, a pesar de 
tener  una  estructura  genómica  más  sencilla.  Aunque  hay  conservación  de  parte  de  la 
organización genómica de las UTRs 5´, se ha producido igualmente divergencia en ella entre 
los diferentes  linajes  de mamíferos,  hemos de suponer  que en función de las  diferentes 
necesidades de regulación en cada uno de estos linajes. Respecto a las UTRs 3´ se han 
obtenido  resultados  semejantes.  El  grado  de  conservación  encontrado  en  los  casos 
mencionados nos está indicando la importancia de la función reguladora ejercida por estas 
regiones.
• Respecto  a  los  elementos  reguladores  que  pueden  estar  presentes  en  las  UTRs  5´  de 
lipocalinas  destacan  los  uAUGs  y  los  uORFs.  Estos  se  muestran  abundantes  en  las 
lipocalinas más ancestrales, siendo frecuente que exista más de un uAUG y uORF en cada 
UTR 5´. Las características que muestran dichos uORFs,  así como las evidencias de ciertos 
uORFs  ortólogos  entre  mamíferos  apuntan  a  la  funcionalidad  de  los  mismos  y  a  su 
importancia por haberse mantenido en la evolución. La presencia en las UTRs 5´alternativas 
de una misma lipocalina, como el caso de ApoD, de una diferente combinación de uORFs 
podría dar cuenta de la diferente capacidad de regulación postranscripcional de estas formas 
alternativas. Aunque los miARNs actúan generalmente sobre la UTR 3´ se han encontrado 
indicios  de  que  en  las  UTRs  5´de  lipocalinas  de  mamíferos  estos  elementos  podrían 
desempeñar  algún  papel  regulador,  especialmente  en  las  lipocalinas  humanas  más 
ancestrales.
• En cuanto al papel regulador que ejercen las UTRs 3´de lipocalinas hemos de destacar el 
papel que parecen desempeñar las señales de poliadenilación alternativa (PAS).   Dichas 
señales  alternativas  se  han  encontrado  especialmente  en  las  lipocalinas  más  ancestrales 
como Ptgds, Rbp4 y ApoD. Los análisis realizados ponen de manifiesto que la presencia de 
estas PAS alternativas pueden dar lugar a distintas eficiencias en la poliadenilación y por lo 
tanto a la estabilidad de los ARNm correspondientes, pudiendo ejercer así diferentes niveles 
regulación  de  la  expresión  génica.  Por  otra  parte  los  análisis  llevados  a  cabo sobre  los 
miARNs  sugieren  que  estos  podrían  desempeñan  un  papel  importante  en  la  regulación 
ejercida por las UTRs 3´de  las lipocalinas más ancestrales, especialmente las humanas. Las 
diferencias que muestran las formas largas o cortas de las UTRs 3´ de estas lipocalinas 
respecto a la presencia/ausencia o la diferente composición de dianas de  miARNs ofrece la 
posibilidad de ejercer una regulación alternativa de la expresión génica. 
• Los estudios realizados para conocer las estructuras 2D globales de las UTRs han revelado 
que dicha estructura global está más definida en las UTRs 5´ que en las UTRs 3´. Este hecho 
sugiere la gran importancia que dicha estructura tiene para la acción reguladora que ejercen 
estas  regiones  UTRs  5´.  Al  menos  para  las  lipocalinas  ApoD  y  ApoM  han  podido 
identificarse elementos estructurales locales (horquillas) que muestran signos de relevancia 
biológica y que se han conservado en la evolución. La complejidad que muestra la estructura 
terciaría de una de las UTRs 5´ alternativas de ApoD de mamíferos (variante “a” humana y 
sus ortólogas)  pone de relieve la complejidad de la regulación ejercida por las UTRs 5´de 
esta  lipocalina,  que  según  todos  los  indicios  se  encuentra  muy  regulada  a  nivel 
postranscripcional.
•  Ya hemos mencionado que parte de la diversidad de los mecanismos reguladores ejercidos 
por las UTRs de las lipocalinas se ha conservado dentro del clado de los mamíferos, si bien se ha 
dado cierta divergencia entre los diferentes linajes. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto 
que  la  complejidad  y  diversidad  encontrada  en  estos  mecanismos  de  regulación  es  mayor  en 
humano que en ratón, como era de esperar por  la mayor complejidad orgánica del primero. Estos 
resultados son especialmente interesantes para lipocalinas como ApoD,  que interviene en diversos 
procesos en sistema nervioso, por lo que podrían tener implicaciones en los procesos cognitivos que 
nos diferencian respecto a otros linajes de mamíferos.
